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RESUMO

O vinho ¢ uma bebida extremamente complexa pela sua composigio, pelos fatores
naturais e humanos que influem em suas caracteristicas, por sua constituicdo quimica e
bioquimica, que o caracterizam como um produto unico e atraente. Esta complexidade nos
fez testar,' pela primeira vez, que se tem conhecimento, 0 uso de um biorreator ndo
convencional do tipo airlift de circulagdo” externa, na pré-fermentacio do mosto de uva,

para a produgdo de vinhos.

Este experimento foi desenvolvido em duas etapas, a etapa aerdbia no biorreator
airlift de circulagio externa, para acompanhar o crescimento das leveduras e assim atingir
um estagio 6timo de seu desenvolvimento, € a etapa anaerobia para verificar o tempo de

desdobramento e o rendimento dos agucares em alcool.

Na etapa aerdbia, varios testes foram acompanhados, com tempos de permanéncia
no biorreator de 6h, 8h, 9h e 24h, nestes periodos foram medidos o desenvolvimento da
biomassa e a concentragdo dos agucares. Nesta etapa verificou-se que o desenvolvimento
dos microrganismos rio biorreator apresentou uma velocidade especifica de crescimento

bem superior as obtidas pelo método convencional.

Na etapa anaerObia, a sequéncia »destes. testes foi em definir o término da
fermentagfo alcodlica, e avaliar analiticamente o produto final. Esta fase foi desenvolvida
em nivel de micro-fermentagfio, com volumes reduzidos, em tomo de 5 litros, tanto para o

método convencional como para 0 método em estudo.

Verificou-se, ao final do processo, que o uso do biorreator airlifi, diminu o tempo
total do desdobramento dos agucares em aproximadamente 10 dias, que o produto final
apresenta agucares residuais com teores menores que os do método tradicional e com isto
provoca uma melhora no fator de conversdo de substrato em alcool. Verificou-se também
que no término da fermentagdio € necessario uma adigdio mais elevada de anidrido
sulfuroso, com teores proximos aos do limite permitido pela Legislagdio Brasileira, para
evitar o desenvolvimento da acidez acética, o que ocorre também em muitos casos com 0s

métodos tradicionais. A fermentagdo se manteve com mais atividade até o final.



Conclui-se que o biorreator, tipo airlift de circulagdo externa, atende as
necessidades microbioldgicas das leveduras, aumentando sua velocidade de crescimento e
pode ser utilizado na industria vinicola na pré-fermentagdo, e posterior incubagfio dos
mostos de vinho branco e tintos nas fermentagdes mantidas em recipientes fechados, e nos
demais tipos de vinhos que se quer iniciar com col6nias de fermentos j4 desenvolvidas e

em plena atividade.



ABSTRACT

Wine is an extremely complex drink by its composition, natural and human factors
that have influence in its characteristics, because of its chemical and biochemical
constitution which defines it as a unique and attractive product this complexity made us
test, for the first time known, the use of a non-conventional bioreactor with external

circulation airlift type on pré-fermentation of grape must to prepare wine.

This experiment was developed in two stages, an aerobic stage on extemnal
circulation in airlift bioreactor to accompany leaven growth and get a great phase of
development and the anaerobic stage to verify unfolding time and sugar effciency in
alcohol.

Several testes in the aerobic stage were attended with permanency time of 6h, 8h,
%h ahd 24h in the bioreactor, being analysed biomass and sugar concentration development
measures. In this stage was verified that the microorganisms development in the bioreactor
showed na especific growth speed, much greater than those obtained in the conventional

method.

In anaerobic stage, the sequence of these tests were proposed to define the end of
alcoholic fermentation, and evaluate the final product analyticaly. This stage was
developed in a micro-fermentation level with reduced volumes around S litres for the

conventional method as well as the current method.

At the process end, it was verified that the use of airlift bioreactor decreased the
total timing of sugar unfolding in approximately 10 days, and the final product shows
smaller residual sugar than the traditional method, improving alcohol efficiency. It was
also verified that in the fermentation ending it is necessary to add more sulfurous anhydride
with tenors close to allowed limits bry Brazilian Law, to avoid acetic acidity which occurs
many times with traditional methods. Fermentation was kept with more activity until the

end.



We can conclude that biofermentators, external circulation airlift type, get to leaven
microbiologic necessities, increasing the growth speed and can be utilized in wine industry
to obtain “pé-de-cuba” to a posterior encubation of white wine musts in fermentations kept
in closed recipients, and the other types of wine wanted to be iniciated with ferment

colonies abready developed and in actual activity.
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1- INTRODUcAo

1.1 - A ENOLOGIA E UMA CIENCIA MICROBIOLOGICA

Pode-se afirmar que as bases da enologia foram estabelecidas pelo primeiro dos
microbidlogos, PASTEUR. Assim a enologia cientifica nasceu com o aparécimento da
microbiologia.

O vinho ¢é o resultado da agc&o de microrganismos, sendo que os mesmos também
podem provocar a sua deteriorago. ' '

Os microrganismos que participam na vinificagio agem mais ou menos
profundamente sobre a composi¢io do vinho, e por isso, séo em grande parte responsaveis
pelo seu gosto e aromas.

A vinificagdo e a conservagdo do vinho sdo dominadas por problemas
microbiologicos. A - transformagdo racional da uva em vinho envolve profundos
conhecimentos e boa utilizagio das leveduras e bactérias lacticas. O sucesso da vinificagio
esta sempre subordinado 4 condug&o razoavel dos fen6menos microbiologicos.

A ciéncia do vinho €, em grande parte, microbiologia aplicada. Certamente ainda
nfo foram esgotadas todas as possibilidades que o mundo microbiano tem para nos

oferecer relativamente aos problemas da vinifica¢do.

1.2 - PROCESSO DA FERMENTACAO ALCOOLICA

A fermentagdo das uvas esmagadas ou do seu sumo, ¢ um fendmeno muito banal e
que ndo espanta quem a pratica. Durante a fermentagio, 0 mosto sofre turvagio,
aquecimento e ocorre a liberagdio de CO, na forma de bolhas. Esta liberagdo de gas é
comparada com o processo de fervura, sendo que a palavra fermentagfio vem do latim
“fervere”, que significa ferver. Durante o processo fermentativo, o liquido comega a perder
o gosto agucarado e a adquirir caracteristicas de vinho.

Diversos cientistas estudaram o processo fermentativo. LAVOISIER demonstrou
que o agucar transforma-se em 4lcool e em gés carbdnico, que se desprende. Baseado

nestes estudos, surgiu o primeiro principio “Nada se perde, tudo se transforma”. Sobre a
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fermentagdo disse também: “¢ uma das operagdes mais surpreendentes e mais
extraordinarias de todas as que a microbiologia nos apresenta”. GAY-LUSSAC apresentou

uma representagdo quimica para a reagio de fermentagio

Agucar > Alcool + Gas Carbbnico

100g 51,34g 48,66g

Na realidade, o fendmeno é mais complexo, como todas as reagdes das células
vivas. PASTEUR estabeleceu que a equagdo de GAY-LUSSAC ¢ apenas valida para 90%
do agticar transformado, sendo os outros 10% transformados em glicerina, acido succinico
e acido acético. Descobriram-se depois outros produtos secundarios, como por exemplo,
acido lactico, acetaldeidos, .acido piravico, alcoois superiores € um grande numero de
~subs’[éncias presentes em menores quantidades.

Ha pouco mais de um século, PASTEUR demonstrou que a fermentagdo ¢
produzida por leveduras quando privadas de ar. Anteriormente isto era atribuido a uma
espécie de decomposi¢do espontinea da matéria orginica. No entanto, 0 homem soube
utilizar os fendmenos muito antes de os saber explicar, pois diversos povos antigos
produziam vinho, sem compreender todos os mecanismos da sua obtengéo. Assim, o bom
vinho era apenas o resultado de uma série de acasos felizes.

Foi apds os trabalhos de PASTEUR, que demonstraram os principios da
fermentagio alcodlica, que se pode estabelecer uma doutrina de vinificaggo. Através destes
conhecimentos, o processo de obtengdo foi desvendado, sendo que muitos erros na
produgdo empirica do vinho foram corrigidos.

PASTEUR ndo descobriu as leveduras, mas sim a relagio que existe entre a
presenga destes fermentos vivos e a transformagdo do agucar. A fermentagdio esta
relacionada com a vida, e sdo estes fungos microscopicos unicelulares — as leveduras, que
decompdem o aguicar em alcool e gas carbdnico.

O catabolismo celular ¢ mantido através da energia liberada na degradagio da
matéria organica. Dois fendmenos podem ocorrer: a respiragio, que necessita do oxigénio
do ar, e a fermentagdo, que ocorre na auséncia de oxigénio. A respiragdo produz cisdes
moleculares bastante fortes, liberando muita energia. Pelo contrario, a fermentagdo

corresponde a uma ma utilizagio da energia, j& que a degradagfio da matéria € incompleta.
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Desta forma, as leveduras devem transformar muito agucar em alcool para assegurar as

suas necessidades energéticas.

Tabela 1.1 - Principais produtos formados pela fermentagéo de 170 g/L de agtcar.

Principais Produtos ~ Teores Médios (mg/L)
Alcool 80 000
Gas carbdnico _ 76 000
Glicerina v 6 000
Acido sucinico 800
Butileneglicol . 400
Acido acético 300

- Acido lactico 300
Alcoois superiores 300
Acido citramalico 80
Acido piravico 80
Acido acetoglutarico 60
Acetato de etila 40
Acetoina ' 40
Acetaldeido 10

O mecanismo da fermentacdo do agucar é extremamente complexo. O esquema das
transformagGes principais comporta mais de trinta reagdes sucessivas, jogando com um
grande nimero de enzimas. Pode-se dizer que as enzimas so as ferramentas das leveduras,
adaptadas a uma etapa da transforma¢@io. Cada etapa necessita de uma ferramenta
especifica, uma enzima diferente. Os produtos secundarios mencionados sdo um pouco

como os restos destas multiplas reagdes (PEYNAUD, 1982).



2 - OBJETIVOS

O objetivo principal deste experimento, com o0 uso de um biorreator ndo
convencional, do tipo airlift de circulagdio externa, foi o de verificar a multiplicagio das
leveduras Saccharomyces cerevisiae em sua fase exponencial, analisar a velocidade de
crescimento abreviando o tempo gasto nesta fase, e com isto, termos uma fermentagio
alcodlica posterior com maior rendimento da cultura e um total desdobramento dos
agicares na obtengdo do etanol, comparados com os métodos. utilizados

convencionalmente em nossa regifo.



3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - CARACTERISTICAS GERAIS DAS LEVEDURAS

As leveduras sdo os agentes da fermentagfo. Podem ser cultivadas como pequenos
vegetais microscopicos. Juntando vestigios de leveduras a um mosto de uva estéril, vé-se
ao microscOpio que as células fervilham e reproduzem-se, e no fim da fermentagéo,
podemos obter 2 ou 3 g delas por litro.

Existe um grande numero de espécies de leveduras que se diferenciam pela sua
morfologia, suas propriedades, sua forma de reprodugéo e pela forma como transformam o
agucar. As leveduras do vinho pertencem a uma gama de géneros, cada um deles dividido
em espécies. Na classificagdo boténica, elas designam-se por um nome duplo latino; o
primeiro nome correspondendo ao género e o segundo a espécie. Por exemplo,
Saccharomyces ellipsoideus pertence ao género Saccharomyces (literalmente o cogumelo
ou fungo que transforma o agucar) e a espécie el lipsoideus (forma eliptica).

As leveduras encontradas na vinificacdo podem apresentar uma das quatro formas
seguintes: eliptica ou ovoéide; alongada (em forma de bastonetes); esférica e apiculada (com
uma saliéncia em cada ponta, como um lim#o). A maioria delas apresenta, segundo as
condi¢des, duas formas possiveis de reprodugio: vegetativa por germinagdo ou reprodugfo
pela formagdo de esporos, os quais depois de germinados transformam-se em leveduras. As
leveduras que ndo se reproduzem por esporos, pouco numerosas no vinho, reproduzem-se
apenas pela forma vegetativa.

Quando uma célula de levedura encontra-se num ambiente nutritivo, aparece em
seu contorno uma intumescéncia com formato celular, que aumenta progressivamente.
Logo que as duas partes da célula tenham o mesmo tamanho, elas separam-se e a
germinagdo das duas células continua. Em condig8es otimas, € preciso duas horas para que
a populagdo das leveduras duplique (PATO, 1982).

Quando as leveduras esgotam o agucar do meio nutritivo, param de se multiplicar
por germinagdo e algumas assumem a forma de esporos. Estas ultimas constituem uma
espécie de semente cujo estado de vida retardado permite a resisténcia a condigdes

desfavoraveis (dessecagfio, calor, contacto com agentes quimicos), que seriam fatais para
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as leveduras. A esporulagdio exige condi¢bes especiais e, ¢ muito rara no vinho. As
leveduras cheias de granulagGes, observadas nas ligas, sdo leveduras mortas cujo
protoplasma esta coagulado, e s6 muito raramente ocorre a esporulagdo. Logo que as
condi¢Bes tomam-se novamente favoraveis, os esporos germinam e ddo vida a novas
células (VOGT, 1975).

O tamanho das leveduras varia muito segundo a espécie. O seu didmetro pode
variar de 2 a 10 micron (milésimos de mm). A analise das mesmas a0 microscopio requer
um aumento da ordem de 600 a 900 vezes (ROSA, 1978).

Um dado espantoso ¢ o tamanho da colénia de leveduras que se encontra num
mosto em plena fermentagfo. A populagdio de leveduras é extremamente densa, na ordem
de 80000 a 120000 por mm’, ou seja, de 80 a 120 milhdes por cm®. Numa gota de mosto e
uva em fermentagfo podem existir 5 milhdes (VOGT, 1975).

As leveduras encontram-se na uva madura no momento da vindima e sfo trazidas
para a cuba e para a prensa com as uvas, outra parte prolifera na propria cuba. O seu
“habitat” de inverno é a camada superior do solo. No verdo, os insetos transportam para as
uvas as leveduras e outros microrganismos que recothem de outras fontes de fermentagéo
existentes na natureza nessa época do ano. Na fase inicial de desenvolvimento (uvas
verdes), nfo encontram-se leveduras, sendo que apenas depois do inicio da maturagdo
ocorre o surgimento das leveduras, quando o cacho ¢ visitado por insetos. N&o ha portanto,
na natureza, leveduras especificas da uva (CORTES, 1982).

Os microrganismos retidos na pelicula da uva, sdo variados e numerosos. N&o sdo
retidos pela pruina, matéria cerosa em escama que cobre a pelicula, mas sim por secre¢Ges
de origem indeterminada. Além de leveduras especificas, encontram-se leveduras
micodérmicas ou fermento da ﬂor, bolores, bactérias lacticas e bactérias acéticas. Portanto,
encontram-se misturados sobre as uvas microrganismos uteis a vinificagio e também

aqueles que provocam a altera¢@o dos vinhos.

3.2 - NECESSIDADE DA AERACAO

As leveduras tém necessidade de oxigénio para se multiplicarem. Na auséncia
completa de ar, apenas formam algumas geragGes e depois param o seu crescimento. Basta

entdo voltar a dar-lhes um pouco de ar para que tudo volte ao normal. Se o estado de
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anaerobiose se prolonga, a maior parte das células morre. PASTEUR definiu a fermentacgio
como “vida sem ar”, porque uma célula de levedura privada de oxigénio, encontra a
energia que lhe € necessaria nesta transformaco do agticar. Mas para ter uma fermentagio
prolongada e obter produtos fermentados ricos em alcool, t€ém que se formar novas
geragdes de leveduras constantemente, e para isso o oxigénio embora apenas em vestigios,
¢ necessario.

Esta necessidade de oxigénio é de certa forma indireta. As leveduras necessitam de
oxigénio para sintetizar os ester6is e assimilar os acidos graxos de que necessitam Os
esterdis s3o substincias orginicas com varios ciclos de atomos de carbono e com fungio
alcool, fonte de varias horménas e vitaminas, e cuja importancia bioldgica é consideravel.
No principio da fermentagdo, as primeiras geracGes de leveduras se beneficiam das
reservas de esterdis das células-mie, e depois dos esterdis dos meios naturais. Se a
fermentagdo prossegue ao abrigo do ar, os esterdis esgotam-se e ndo sfo renovados. O
oxigénio ¢é entfo indispensavel a sua sintese e a continuagfo da fermentag&o.

O peso das leveduras formadas no decurso de uma fermentagdo depende muito da
proporgdo de oxigénio de que elas dispdem. Na industria, quando se quer fabricar muitas
leveduras, aera-se fortemente o meio nutritivo. Na vinificagdo, conduzida geralmente ao
abrigo do ar, o oxigénio € o fator limitante na multiplicag@o das leveduras.

O processo inicial de industrializagdo das uvas (moagem, desengace, bombeamento
ou ainda, para as uvas brancas, a espremedura) assegura a primeira aeragdo, util para o
desencadeamento da fermentagdo. Isto ocorre tanto mais rapidamente quanto mais
oxigénio as leveduras encontrarem. Da mesma forma, o fim da fermenta¢do de um mosto
rico em agucares depende da quantidade de ar de que as leveduras dispuseram. Mesmo
aeragGes muito fracas tém efeitos sensiveis sobre o desenvolvimento da fermentago.

Num mosto em fermentagio, a populagio das leveduras é mais densa na zona em
contacto com o ar. Depois de alguns dias de fermenta¢fo, uma contagem de leveduras
indica 80 milhdes de leveduras por cm’ a um centimetro da superficie e apenas 48 milhdes
no interior do recipiente (ROSA, 1978).

Uma experiéncia simples demonstra igualmente a necessidade de ar das leveduras.
Considere um mosto de uvas fermentado no laboratério com a mesma inseminagfio, em
diversos frascos, 4 mesma temperatura. Um deles € simplesmente rothado com um tampo
de algoddo em rama, um outro é fechado por um sistema de imersdo em 4gua do gas

carbdnico liberado, e o terceiro por uma rolha que suporta um tubo de vidro de emanagéo
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finamente afilado. No primeiro frasco o oxigénio penetra livremente através da espessura
do algoddo em rama, apesar da emissdo do gas carbénico; é a fermentagfio chamada em
acrobiose. Nos outros frascos o oxigénio ndo pode penetrar; é a fermenta¢dio em
anaerobiose. O frasco rolhado com o algoddo em rama entra rapidamente em fermentagéo e
esta prossegue até ao fim; todo o agucar fermentavel é facilmente transformado. Ao abrigo
do ar, pelo contrario, a fermentagfio ¢ mais lenta; pér'a insensivelmente e ndo se acaba; o
vinho conserva agGcar. Quanto maior for a riqueza do mosto em aguicar, maior ¢ a
diferenga entre os frascos. O primeiro frasco acusa de 80 a 100 milhdes de leveduras por
cm’, enquanto nos outros apenas de 50 a 60 milhdes. Estes nimeros explicam bem o
fenémeno: no frasco fechado com algoddo as leveduras recebem oxigénio suficiente para
se reproduzirem normalmente; nos outros frascos a falta de oxigénio limita a multiplicagéo
das leveduras; sendo menos numerosas, ndo acabam a transformago do agtcar.

Esta experiéncia pode ser reproduzida em volumes diferentes, numa escala
experimental, em escala semi-industrial ou na pratica, dentro de uma grande cuba, com
mosto ou vindima pisada, e mostra a importincia do arejamento no decurso da
fermentacdo. Este realiza-se seja pelo contato permanente com o ar, seja pela operagéo de
“recalque”. Para evitar a paralisacio da fermentagdo por anaerobiose das leveduras, é
necessario aerar quando se opera em cuba fechada, tanto mais quanto mais ricas as
vindimas forem em agucar (PEYNAUD, 1982). |

3.3 - OBTENCAO DO ALCOOL INDUSTRIAL

Obtém-se o etanol por trés maneiras gerais: por destilagdio, por via sintética e por
via fermentativa. A destilatéria nfo tem significagdo econdmica no Brasil. Aplica-se
esporadicamente em certas regides vinicolas para controle de pre¢o de determinadas castas
de vinhos de mesa. Por via sintética, obtém-se a partir dos hidrocarbonetos ndo-saturados
eteno e etino, de gases do petroleo e da hulha. E uma forma competitiva, ainda de valor
potencial para o Brasil. Nos paises onde a industria petroquimica estd muito avangada é a
forma mais econdémica de obtengdo do etanol. Com a abertura de novos pogos de petroleo,
com a exploragdo dos xistos betuminosos e com o desenvolvimento da industria

petroquimica, é de se esperar que o etanol venha a ser produzido também dessa forma.
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Atualmente, no pais, a via fermentativa € a mais importante para a obtengéo do
alcool etilico. O desenvolvimento da industria petroquimica permite prever uma redugéo da
importincia da via fermentativa para a produgfio de élcool retificado e anidro, mas essa
forma de obtengdo continuara a ter importincia na produgo de alcool de boca, sob a forma
de aguardentes. As bebidas destiladas possuem caracteristicas proprias de aroma e sabor,
conferidos por impurezas decorrentes do processo fermentativo. A menos que se modifique
um habito arraigado, as aguardentes nfo serdo produzidas por diluigdo.

Um dos fatores que torna a produgéo do etanol por.fermentag:ﬁo uma das formas
mais importantes de sua obtencio € o grande nimero de matérias-primas naturais
existentes em todo o pais.

Na obtengdo do alcool por via fermentativa distinguem-se trés fases distintas: o
preparo do substrato, a fermentagdo e a destilagdo. O preparo do substrato ¢ o tratamento
da matéria-prima para dela se extrairem os agucares fermentesciveis. Difere para as
distintas matérias-primas. A fermentagdo é um processo comum a todos os substratos, cujo
principio € a transformag&io dos agticares em etanol e didxido de carbono. As variagdes
entre os processos de fermentagdo sdo apenas em detalhes. Na destilagdo, recupera-se o
etanol, geralmente em duas operagdes. Uma para separar do substrato fermentado uma
mistura hidroalcodlica impurificada com aldeidos, ésteres, alcoois superiores, acidos

orginicos € outra, para separar as impurezas do etanol.

3.4 - MATERIAS-PRIMAS

_Qualquer produto que contenha aguicar ou outro carboidrato pode ser utilizado como
matéria-prima para obtengdo de etanol. Entretanto, para que seja viavel economicamente, ¢
preciso considerar-se seu volume de produgfio, o rendimento industrial e o custo de
fabricag3o.

Ha varias maneiras de classificar as matérias-primas para a produgo de etanol, mas
qualquer um dos critérios que se adote deixa algo a desejar. Podem-se classifica-las em
matérias agucaradas, agrupando cana, beterraba, melagos, mel-de-abelhas e frutas, em
matérias amildceas e feculentas, agrupando amido de gréos, fécula de raizes e tubérculos;
e em matérias celulosicas, incluindo palhas, madeiras, residuos agricolas e residuos

sulfiticos de fabricas de papel.
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Entre as matérias agucaradas, costuma-se distinguir em diretamente fermentesciveis
e as ndo diretamente fermentesciveis. As primeiras sd0 os monossacarideos existentes nos
sucos de frutas. Sua importancia industrial reside na produgio de etanol em bebidas como
o vinho e a cidra. As ndo diretamente fermentesciveis s@o os dissacarideos, que fermentam
apos uma hidroélise, a qual se d4 o nome de inversfo e que se realiza normalmente por agéo
de enzimas do agente de fermentagdo. A sacarose € o representante mais importante dos
componente da cana-de-agiicar e dos melagos. O processo de alcoolizagdo € facil, nio
exigindo conhecimentos profundos e a matéria-prima utilizada nas inddstrias nem sempre ¢
pura.

As matérias amilaceas e feculentas fermentam ap6s uma hidrélise, que se chama de
sacarifica¢do, pela qual o amido infermentescivel se transforma em agucar fermentescivel.
A alcoolizagdo processa-se através de técnicas industriais mais complexas, em alguns
casos, a semelhanca de trabalhos de laboratério. Pela necessidade de maiores
conhecimentos, pelas dificuldades de conservagio e de fermentacdo da matéria-prima
original e pelo custo da fabricagfo, os alcoois de cereais sdo produzidos no Brasil em
pequena escala, com maior importincia para a industria de bebidas.

As matérias celulosicas nfio oferecem, para o pais, condi¢des econdmicas de
exploragio, porque nio ha concentra¢des de industrias de papel ou de madeira, para que o
rendimento seja elevado e o custo de produgéo suficientemente baixo.

Para o Brasil, enquanto ndo houver concorréncia do alcool de sintese, as unicas
matérias-primas de importincia econdmica imediatas para a produgdo do etanol industrial
sdo os melagos e a cana-de-agucar; enquanto que para a preparacdo de bebidas destiladas
utiliza-se a cana-de-agticar e as matérias amildceas, particularmente o milho. A mandioca é
uma matéria feculenta potencial, que ja foi explorada industrialmente e que é utilizada
atualmente em pequena escala para a produgio de uma aguardente comumente conhecida

por tiquira.

3.5 - COMPOSICAO DAS MATERIAS-PRIMAS

A composi¢do de qualquer produto vegetal varia com um grande namero de fatores,
uns controlaveis pelo homem, outros ndo. Entre eles destacam-se: a variedade, a idade, as

regides e as condi¢les culturais, mesoldgicas, de maturagdo, de sanidade, de colheita, de
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transporte, de armazenamento e de industrializag@io. Esses fatores afetam a composigdo das
matérias-primas, que se constituem em subprodutos da industrializagio dos vegetais.
As descri¢des que seguem referem-se principalmente aos materiais suscetiveis de

serem transformados em etanol.

Melacos

O melago é o subproduto obtido da fabricagdo de agucar-cristal branco, obtido
durante o processo de clarificagdo, sulfitagem e colagem. De acordo com a proveniéncia,
pode-se ter melago de primeira, mel rico de primeira, mel pobre de primeira, melago de
segunda, mel rico de segunda ou mel final, também chamado de mel residual ou esgotado.

O melago, chamado no Brasil de mel final, é o residuo da turbinagem das massas
cozidas para obtengdo do aglcar, seguindo para a destilaria, qualquer que seja sua
composi¢do. De um modo geral, ele encerra 20% de agua, 62% de agucares, 8% de cinzas,
3% de materiais nitrogenados e 7% de outras substancias, como gomas e acidos. Na fragéo
agucares distinguem-se 32% de sacarose, 14% de dextrose e 16% de levulose. Assim, o
melago é um residuo rico que encerra 50% de aguicares fermentesciveis.

O mel final é obtido nas usinas em propor¢des muito variaveis segundo o processo
de fabricagdo, o excesso de cana-de-agucar e outros fatores. Admite-se comumente uma
produgdo de 25 a 40 litros por tonelada de cana consumida na industria, podendo atingir de
50 a 60 litros devido a fendmenos como estiagem, geadas e outros (ALMEIDA LIMA et
all, 1975).

Cana-de-acucar

Na cana, o agucar predominante € a sacarose. Os agticares redutores aparecem em
quantidades quase iguais nas canas verdes. A medida que amadurece, diminuem seus
teores, podendo desaparecer nas canas completamente maduras. Por influéncia dos fatores
citados, uma cana-de-agticar pode conter 74,5% de agua, 14% de agtcares (12,5% de saca-
rose, 0,9% de dextrose e 0,60% de glicose), 10% de fibras e o restante dividido entre
matérias minerais, compostos nitrogenados, ceras, pectinas e acidos.

O caldo obtido pela moagem da cana-de-agticar contém de 78 a 86% de agua, 10 a
20% de sacarose, 0,1 a 2% de agicares redutores, 0,3 a 0,5% de cinzas e entre 0,5 ¢ 1,0%

de outros compostos nitrogenados. O pH do caldo varia entre 5,2 e 6,8.
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A cana-de-agticar no Brasil apresenta uma produtividade entre 50 e 100 toneladas
por hectare de acordo com a regifio. A proporgdo de caldo produzido pela moagem ¢ de 50
a 100% do peso em cana, isto é, uma tonelada pode dar de 500 a 1000 litros de caldo,
depende da instalagdo esmagadora e da embebigdo. Em geral, admite-se uma média de 850

litros para usinas de agucar, reduzindo-se nas fabricas de aguardente e alcool.

Milho

A produgdo média de milho no Brasil € de 1,1 a 3 t de gréios por hectare.

O milho limpo, ventilado e em condi¢Ses de armazenamento, apresenta um teor de
umidade entre 9 a 16%, de 59 a 70% de extrativos ndo-nitrogenados, 5 a 15% de material

protéico, 1,5 a 8,5% de material celulésico e de 1,3 a 4% de cinzas.

Mandioca
As raizes frescas contém de 67 a 75% de 4gua, de 18 a 23% de fécula e o restante

distribuido entre material protéico, celulose, graXas e cinzas.

3.6 - PRODUCAO DO ALCOOL

Do ponto de vista econdmico, as leveduras sd0 0s microrganismos mais importantes
na obtengio do alcool por via fermentativa. As espécies mais usadas na produgfo industrial
de alcool, vinhos e aguardentes sdo os Saccharomyces cerevisae e Saccharomyces uvarum.

As leveduras sdo mesoéfilas. As temperaturas Otimas para a produgdo industrial de
etanol situam-se na faixa de 26-35 °C, com média de 30 °C. Algumas leveduras alcodlicas
utilizadas na produgfo de cerveja e vinhos apresentam bom desempenho em temperaturas
inferiores a0 minimo citado.

Os elementos nutritivos mais importantes para estes microrganismos sdo o carbono,
o nitrogénio, fosfatos, sais de magnésio, potassio e calcio. As fontes mais importantes de
carbono sdo os carboidratos, enquanto o nitrogénio é obtido do material protéico e dos
produtos de sua degradagio, podendo ser adicionado ao processo na forma de sais
amoniacais. Os micronutrientes como manganés e cobalto atuam favoravelmente em suas
atividades vitais.

A condigdo 6tima situa-se entre pH 4 e 5, mas algumas fermentagGes alcodlicas
desenvolvem-se bem em niveis mais elevados, em substratos com poder-tampao elevado,

como os melagos a pH 5,8 - 5,9.
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3.7 - ANTI-SEPTICOS E ANTIBIOTICOS

No Brasil os mostos nas destilarias de alcool e de aguardente ndo sdo comumente
esterilizados. Para controlar o problema das contaminagles utilizam-se anti-sépticos para
criar um ambiente favoravel ao desenvolvimento das leveduras e desfavoravel a outros
microrganismos. Cada anti-séptico atua de maneira diferente, agindo sobre um ou mais
grupos de microrganismos. Alguns agem favoravelmente sobre a levedura, a0 mesmo
tempo que inibem bactérias e fungos.

Obtém-se boas fermentagdes utilizando-se 4 mg de hexaclorofeno por .litro de
mosto ou pentaclorofenol na propor¢do de 0,01 a 0,05 gflitro de substrato. O &cido
sulfurico, que se usa para a corre¢io da reagdo do meio também age como anti-séptico.

Nas fermentag¢les para produgdo de vinhos de mesa, o Gnico anti-séptico que se usa
¢ o anidrido sulfuroso. |

Pela mesma razio por que se empregam os anti-sépticos, usam-se os antibiéticos
nas fermentag¢Ges industriais para produgio de etanol. Seu emprego generaliza-se dia a dia
no pais. Sua agdo é de agente esterilizante, em virtude de suas propriedades
bacteriostaticas. A penicilina revela-se um bom inibidor de contaminag¢des, com o emprego
de 500 a 1000 U.L por litro de mosto com apreciavel aumento de rendimento. A aplicagio
¢ econdmica, ndo exigindo modificagGes nas técnicas e nos equipamentos utilizados,
tomando as fermenta¢Ges mais puras e regulares. Pode-se utilizar também cloranfenicol,
tetraciclina e clorotetraciclina, mas a penicilina é ainda a mais recomendavel

economicamente.

3.8 - CORRECAO DOS MOSTOS

Conhecendo-se as propriedades biologicas das leveduras e suas exigéncias
nutricionais, torna-se simples fazer o tratamento dos mostos para obter fermentacdes
regulares, homogéneas e puras. Nas fermentagdes para produgdo de alcool a corregdo
depende da natureza dos mostos, ndo sendo corrigidos para a obtengdo de cerveja e vinhos.

Os substratos de origem amilacea, pela sua propria preparagdo, sofrem esterilizagéo
e usualmente adicionam-se fosfatos, na forma de superfosfato em sua fragdo soluvel, na
proporgdo de 1 g por litro de substrato. Se necessario, corrige-se a acidez com &cido
sulfurico.

13
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Para substratos de melago, normalmente faz-se - apenas a diluigio. Em casos
especiais, adicionam-se fosfatos e sais de aménio na proporgéo de 1 g por litro de mosto.

Quando se trabalha diretamente com caldo de cana, faz-se uma corre¢do mais
cuidadosa para oferecer a levedura condi¢cdes de nutricio que normalmente ndo se
encontram no caldo. Juntam-se fosfatos, sais de aménio e vitaminas. Nas destilarias de
aguardente, usualmente adicionam-se superfosfatos, sulfato de aménio e farelo de arroz na
quantidade de 1 g por litro de mosto. O farelo de arroz é boa fonte de vitaminas e de
proteinas. Melhores rendimentos obtém-se quando se trata o caldo de cana-de-agiicar com
0,1 g por litro de sais de magnésio e 0,01 g por litro de sais de manganés e cobalto. Além
da diluigio e dos nutrientes, adicionam-se os anti-sépticos ou antibioticos e ajusta-se a

temperatura.

3.9 - PREPARO DAS LEVEDURAS

Apos a corregdo, 0 mosto pode ser inoculado e inicia-se o processo de fermentagéo
para a produgfio do etanol. Nas pequenas cantinas e nas pequenas destilarias de aguardente,
comumente usam-se 0os microrganismos selvagens, que acompanham os caldos. Nas
instalagdes de grande capacidade, usam-se leveduras selecionadas com tolerancia a altos
teores de etanol e com boa velocidade de fermentagdo. Usam-se também, em grande.
escala, as leveduras de panificagco, prensadas e secas. Nesse caso, obtém-se, facil e
rapidamente, um indcuo volumoso, partindo-se de 10 a 20 g de leveduras para cada litro de
mosto. Essa quantidade € utilizada para volumes de 1000 a 10000 litros iniciais de mosto, a
concentragdo de 13 a 15 °Brix, que serdo divididos em diversos recipientes e realimentados
com mostos diluidos, até completar-se o volume total das dornas das destilarias.

Quando se parte de leveduras selecionadas, prepara-se o inécuo com a adigdo das
mesmas em quantidades e concentrages de volumes crescentes, na proporgdo de 1:5 ou
1:10, até atingir o volume util de fermentagfo da industria (ALMEIDA LIMA, 1975).

3.10 - BIOQUIMICA DAS FERMENTACOES

A fermentagdo alcodlica desenvolve-se por uma série de reagles, que estdo

resumidas e esquematizadas na Figura 3.1.
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(Fosfatos intermediarios)
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3-fosfato de aldeido
glicérico + H3PO4
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1,3-difosfato de aldeido
glicérico + Col

f* Triose-fasfato-desidrogenase (Zn'")

Acido 1,3-difosfoglicérico
+ ADP

f# Fosfoquinase (Mg"™ ouMn™)
Acido 3-fosfoglicérico

f‘ Fosfogliceromutase
Acido 2-fosfoglicérico

f# Enolase Mg e Mn™" ouZn")

Acido fosfoenolpiravico +
ADP

f‘ Fosfoquinase (Mg ¢ K* ou NH,")
Acido enolpirivico |
N
Acido piravico
* Carboxilase e Cocarboxilase (Mg™)
Aldeido Acético + Col. H,O
f# Desidrogenase alcodlica (Zn™)

Etanol

Figura 3.1 - Desenvolvimento das feag:(")es da fermentagdo alcodlica.
Fonte: ALMEIDA LIMA et all., 1975.
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3.11 - PRATICA DA FERMENTACAO ALCOOLICA

Tdo logo se mistura o indculo ao mosto corrigido, inicia-se o processo de
fermentagdo alcoolica dos agucares fermentaveis. Embora néo se possa estabelecer, com
rigidez, os limites de separagdo entre as fases, pode-se distinguir, numa fermentagio
alcodlica, uma fase preliminar, uma fase tumultuosa e uma fase final ou complementar.

A fase preliminar inicia-se no momento do contato do levedo com o mosto.
Caracteriza-se por uma multiplicag@io celular intensa, pequena elevagido de temperatura e
pequeno desprendimento de diéxido de carbono. Nessa fase, garante-se a produgio de
grande quantidade de células de poder fermentativo maximo, o que se consegue em
. temperatura baixa e mosto convenientemente preparado. Sua duragfio é de 4 a 6 h e varia
de acordd com o sistema de fermentagdo que se usa na destilaria.

A fase tumultuosa caracteriza-se pelo desprendimento volumoso e intenso de
dioxido de carbono, conseqiiéncia da existéncia de um ntimero suficiente de células para
desdobrar os agucares fermentesciveis do mosto. A temperatura eleva-se rapidamente, a
densidade do mosto reduz-se e elevam-se a percentagem de alcool e a acidez. O substrato
agita-se como em ebuli¢do. Os inconvenientes da elevagfio exagerada de temperatura
corrigem-se com refrigeragao.

O desprendimento de diéxido de carbono é evidente. O aspecto da espuma difere
para cada género de levedura e para cada tipo de substrato. No caldo de cana ndo-
clarificado a espuma é espessa, viscosa e volumosa, a ponto de transbordar em domas
abertas. Ao contrario das fermentagdes de substratos de melago, ndo reagem bem a adigéo
de anti-espumantes comumente usados na industria de alcool. Nos mostos de melago, com
0leo vegetal misturado com &cido mineral, as espumas cedem com facilidade. A fase
tumultuosa ou principal durade 12 a 16 h.

A fase complementar, que leva de 4 a 6 h, caracteriza-se pela diminuigio da
intensidade do desprendimento do diéxido de carbono, maior tranquilidade no liquido e
diminui¢o da temperatura. Nessa fase, a concentragio de agucares diminui ao minimo.

Embora se note um aumento da proporgio dos alcoois superiores do comego ao fim
da fermentagdo alcoodlica, é na fase complementar que deve-se ter um maior cuidado para
nio prejudicar a qualidade final do produto fermentado.

A fermentagdo alcodlica em pequenas industrias € um processo fermentativo ristico

que ocorre mesmo em condigSes tecnicamente adversas, embora com desvantagens
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econdmicas. Gragas a capacidade biologica das leveduras essas adversidades sdo
superadas, bastando que existam condi¢des de concentragdio adequada e nutrientes.
Entretanto as contaminagles se apresentam com freqiiéncia, prejudicando o rendimento
econdmico. Esse inconveniente contorna-se com uma supervisdo constante, a qual permite
que se tomem cuidados para evitar ou suprimir as infecgdes, O controle das fermentagdes

alcoolicas faz-se por topicos, conforme se discute a seguir.

Tempo de fermentacio
A duragdo média de um processo fermentativo em mosto de melago ou de caldo de
cana-de-agucar ¢ de 24 h e as de mostos de amilaceos de 36 h. Fixando-se essas bases
como normais, a observancia do fator tempo € a primeira de que se langa méo e é de

relevante importancia.

Odor da fermentacéio
O aroma das fermentagdes puras € penetrante, ativo, e tende para odor de frutas

maduras. Cheiro acido, a rango, acido sulfidrico e outros indicam irregularidades.

Aspecto da espuma
Embora varie com a natureza do mosto, temperatura, espécie e género de levedura,
apresenta-se com aspecto tipico e caracteristico para as mesmas condigdes. Alteragdes

nas caracteristicas indicam irregularidades.

Droséfilas
Infalivelmente, quando ha infec¢do acética, aparecem “moscas do vinagre” em

quantidade proporcional a contaminag#o.

Temperatura
Alteragdes importantes na curva de temperatura, do inicio ao final da fermentag#o,

alertam para possiveis problemas no processo.

Densidade do mosto
Durante a fermentagfo, a densidade do mosto decresce segundo uma curva harménica
com as fases da fermentagfo. De sua observagio, percebem-se as alteragdes da marcha

fermentativa.

Actuicares no mosto

Consomem-se de acordo com a curva de densidade.
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Acidez no substrato em fermentacéo
Nio deve haver grande alteragfio entre a acidez final e a inicial. Quando a final for

mais que o dobro da inicial, € indicagiio de ma fermentagéo.

3.12 - SISTEMAS DE FERMENTACAO

Distinguem-se quatro tipos principais de processos de fermentag¢do industrial, que
se denominam sistema de cortes, sistema de reaproveitamento do inécuo, sistema com

culturas puras e sistemas de recuperagio de leveduras.

Sistema de cortes
Depois que se faz a primeira fermentacdo, divide-se o volume de mosto em dois
recipiehtes, completando-se os mesmos e deixando-se fermentar. Um dos recipientes &
enviado para a destilaria, enquanto o outro € novamente dividido, servindo para

produzir o in6cuo para um novo ciclo.

Sistema de reaproveitamento do inécuo
Apos a fermentagdo as leveduras sio decantadas, separando-se o substrato fermentado

para a destilagio, sendo o residuo utilizado como inécuo para um novo substrato.

Sistema com cultura pura
E o sistema classico de fermentagdo alcodlica industrial, em que cada ciclo inicia-se

com uma inoculagdo de leveduras selecionadas.

Sistema de recuperacio de leveduras
Apos a fermentagdo, o substrato é separado através de centrifugas, sendo os residuos
da ordem de 10 a 20% do volume, com a aparéncia de um creme, a que se denomina
leite ou creme de leveduras. Esse leite de leveduras é purificado por um tratamento
com agua e acido sulfurico até pH 2,2 a 3,2, sob agitagio durante 4 h, sendo reutilizado

nos recipientes de fermentagio.

Com o sistema de reaproveitamento de indécuo, comum as indastrias de
aguardentes, e com o de recuperagio de leveduras, reduz-se substancialmente a fase inicial
das fermentagSes porque o substrato recebe uma concentragio 6tima de células (préximo
de 3 x 10° células por mi), o que permite que se entre rapidamente na fase tumultuosa, com

evidentes vantagens economicas.
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3.13 - FERMENTACAO ALCOOLICA CONTINUA

Na maioria das destilarias Brasileiras de alcool e aguardente, a fermentagdo se
processa de forma intermitente, isto €, enche-se o recipiente de fermentacéo, inocula-se,
fermenta-se, destila-se, lava-se e inicia-se nOvo processo.

Em sua forma mais simples, a fermentag¢&o continua faz-se alimentando uma dorna
com fluxo continuo de substrato, em uma concentragio conveniente, retirando-se dela, de
forma continua, o fermentado que é encaminhado para a destilagdo ou para domas de

espera, onde finaliza o processo e, entfio, para a destilaria.

3.14 - PRODUTOS SECUNDARIOS DA FERMENTACAO ALCOOLICA

Desde que se tem como objetivo obter etanol na fermentagio alcodlica, pode-se
considerar como secundério qualquer outro produto que se origine durante 0 processo
fermentativo. Eventualmente, esses subprodutos podem ser convertidos em produtos
economicamente viaveis.

Admitem-se, como sendo produtos secundarios, o diéxido de carbono, os alcoois
superiores, a glicerina, o acido succinico e o aldeido acético. |

Nos substratos encontram-se também outras substincias como o acido acético, o
acido tartarico, o acido butirico, o dextrénio, as cetonas, o gas sulfidrico, as bases
nitrogenadas, os acidos graxos, o furfurol, os aldeidos, os ésteres e outros. A maior parte
deriva de fermentagles paralelas que se desenvolveram no substrato por efeito de

microrganismos contaminantes.

3.15 - SALAS DE FERMENTACAO

S0 as construgdes onde se abrigam as dornas, as centrifugas, os pré-fermentadores,
os tanques de tratamento do fermento e outros equipamentos ligados ao processo de
fermentagfo. Sua construgio se faz segundo conceitos técnicos e de engenharia, variaveis
para cada regido e tipo de industria, de acordo com as condig¢des de clima, de tal forma que
se obtenha sempre o maximo de higiene, controle de temperatura, iluminagfio e ventilagdo

adequadas e escoamento dos residuos.
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Deve-se fazer sempre construgdes suficientemente amplas para que o equipamento
seja instalado com suficientes espagos livres & volta, permitindo acesso fécil para assepsia,

reparos, substitui¢cdes e modificagdes.

3.16 - RECIPIENTES DE FERMENTACAO

Os recipientes utilizados podem ser abertos ou fechados, geralmente cilindricos,
com altura igual a duas vezes o didmetro, em média. Podem ser utilizados recipientes com
refrigeragio interna por meio de serpentinas, outros com refrigeracio externa e,
esporadicamente, recipientes sem refrigeragio. Seu volume ¢ varidvel, porém,
tecnicamente, recomenda-se que sejam harménicas com a capacidade do aparelho de
destilagdo. Na pratica, tém-se revelado convenientes volumes de duas a duas e meia vezes
4 capacidade horaria de destilag#o.

Com base na riqueza em alcool dos vinhos (normalmente 7,5% em volume), torna-
se facil calcular o volume necessario para os recipientes de fermentacfo. Este varia em
fungfo do sistema de fermentagio adotado. Para o sistema de recupefag:ﬁo de leveduras, um
volume de dornas total na propor¢ido de 1:12 em relagdio ao alcool produzido pode ser
utilizado, enquanto que para o sistema cléssico e de cortes, a relagéo € de 1:24.

As dornas distribuem-se e assentam-se de forma a permitir acesso facil para
reparos, substituigdes, modificagdes e higiene (ALMEIDA LIMA et al, 1985). -

3.17 - LEVEDURAS

As leveduras constituem um grupo de microrganismos unicelulares, que se
reproduzem assexuadamente por brotamento ou por cissiparidade € que desenvolvem a
fermentagdo alcodlica. O conceito de levedura, aqui apresentado ¢ muito vago e admite
inimeras excegdes, uma vez que o grupo ¢é constituido de formas primitivas de fungos. S&o
largamente encontradas na natureza, sendo comuns no solo, na superficies de 6rgdos de
vegetais, principalmente em flores e frutos, no trato intestinal de animais, em liquidos

agucarados e numa grande série de outros locais.
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Industrialmente, apresentam grande importancia sob varios aspectos:

e sdo agentes de fermentago alcodlica, na produgdo do alcool industrial e de todas as
‘bebidas alcoolicas destiladas ou ndo destiladas;

e sfo utilizadas na panificagio;

e sdo, pelo menos potencialmente, importantes fontes de proteina e de fatores de
crescimento, passiveis de serem utilizadas na alimentagdo animal e, mesmo,
humana;

e como agentes de fermentagéo sio prejudiciais & conservagdo de frutos e de sucos
vegetais;

e algumas espécies sdo patogénicas a plantas, animais e ao homem.

3.17.1 - Morfologia e Estrutura das Leveduras

As leveduras sdo geralmente unicelulares. Saccharomyces cerevisiae e outras
leveduras comuns apresentam forma oval ou cilindrica. Outras formas encontradas no
grupo sdo: apiculada ou em forma de limé&o, esféricas (Torulopsis), elipticas, elipséides ou
filamentosas (pseudo-micélios constituidos por células unidas entre si).

As células vegetativas da maioria das leveduras industriais variam em tamanho, de
4 a 8 micras de largura por 7 a 12 micras de comprimento, havendo, evidentemente,
espécies maiores e espécies menores que as citadas. Forma e tamanho das células, mesmo
em espécies monomorfas, podem variar de acordo com o nutriente, as condigdes
ambientais, o estado fisioldgico ou a idade.

As leveduras apresentam membrana celular bem definida, pouco espessa, em
células jovens; rigidas em células adultas, de constitui¢do varidvel, com predominéncia de
hidratos de carbono e menor quantidade de proteinas e graxas. Internamente, delimitando o
citoplasma, existe a membrana citoplasmatica, mais evidente em células adultas, por
plasmolise. No geral, as leveduras se apresentam sem capsula, se bem que algumas
espécies de Torulopsis se apresentem com capsula, constituida de hidratos de carbono.

'O Citoplasma de células adultas apresenta inumeros vacuolos e granulagGes
variadas. Entre estas, sdo encontradas:

a) Granulos metacromaticos, constituidos de polimetafosfato inorgénicos, e de fungio

em parte conhecida;
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b) Glicogénio, hidratos de carbono encontrado em células adultas.

¢) Granulos lipoides, em quantidade variavel com a espécie de levedura, a idade da
célula e o substrato.

d) Mitocondrios - se apresentam com aspecto filamentoso, constituidos de
lipoproteinas com pequena quantidade de acido ribonucléico, e contendo enzimas

respiratorias

O nucleo é bem definido, pelo menos em células em vias de reprodugdo; pequeno,
esférico ou reniforme, de localizagdo variavel, associado a vacuolo nuclear.

As leveduras se multiplicam por brotamento, processo pelo qual na superficie da
célula adulta (célula mie) desenvolve-se uma pequena saliéncia (célula-filha) que se
transformara numa nova célula.

Alguns géneros e espécies se dividem por cissiparidade semelhante as bactérias.
Encontramos algumas leveduras que foram blastosporos, pequenos esporos formados na
extremidade de um esterigma, ou ainda artrésporos, formado pela fissdo de uma célula em

varios pontos (Figura 3.2).

Reproducio Assexuada

Figura 3.2 - Reprodugdo das células por cissiparidade.

As leveduras se reproduzem assexuadamente por esporos endégenos (Ascosporos),
contido no interior da célula-mie, agora transformada em asca. Os ascosporos sdo
geralmente em nimero de 4 a 8, variando de acordo coma espécie envolvida: sdo esféricos
em Saccharomyces cerevisiae, anelados (anel de Saturno) em Hansenula saturnus

alongadas com flagelos em nematospora, etc (Figura 3.3).
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Saccaromyces Hansenula
cerevisiae saturnos

' Figura 3.3 - Reprodugdo de leveduras por esporos endégenos.

3.17.2 - Ciclo Vital

Os fungos, na sua fase vegetativa, a de maior duragdo, s@o geralmente hapléides; a
fase diploide, compreendida entre a cariogamia e a meiose € geralmente muito curta. As
leveduras, porém, apesar de pertencerem ao grupo dos fungos, comporta-se de maneira
varidvel, a esse respeito, dependendo da espécie envolvida. Entre elas sdo encontrados

varios tipos de ciclo vital, entre os quais sd0 mais comuns 0s que seguem:

a) Ciclo com predominadncia da fase haploide, encontrado em Schizosaccharomyces

octosporus (Figura 3.4).

Figura 3.4 - Ciclo da fase hapléide das leveduras.

b) Ciclo com predomindncia da fase diploide, como em Saccharomycodes ludwigii.
Neste caso, a fase vegetativa, reproduzindo-se por brotamento, é constituida de
individuos dipldides (Figura 3.5)

Figura 3.5 - Ciclo da fase dipléide das leveduras.
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¢) Ciclo sem predominéncia de fase hapléide ou dipléide, encontrado em Saccharomyces
cerevisiae; a reprodugdo assexuada, por brotamento ocorre tanto em células haploides

como em células diploides (Figura 3.6)

cariogamia

plasmogamia brotamento
O

8
2n- ( .‘_)

diploide

Figura 3.6 - Ciclo sem predominéncia de fases.

Apresentam maior interesse que os demais, os seguintes géneros e espécies de
leveduras.

e Saccharomyces cerevisiae, S. ellipsoideus e S. calbergensis, agentes normais da
fermentag@o alcodlica.

e Zygosaccharomyces, com capacidade de se desenvolverem em liquidos com alta
concentragdo de agticar. Responsaveis pela deterioragdo de mel, melaco e xaropes.

e Endomyces vernalis , utilizavel na sintese de produtos graxos.

e Endomyces fiberliger, levedura capaz de produzir amilase.

e Schizosaccharomyces, muito comum na superficies de frutos, no solo, no bagago e
em substratos.

e Picchia, Hansenula e Debaryomyces responséaveis pela formagdo de filme na
superficie de liquidos de origem vegetal, acidos.

e Saccharomyces, leveduras apiculadas, indesejaveis na fermentagdo da uva para

produgdo de vinho.
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3.17.3 - Fermento biolégico

Um do mais fascinantes seres vivos é o fungo unicelular microscopico chamado
levedura. Algumas leveduras sdo cultivadas especificamente para uso no processo de
fermentagio ou para uso por cientistas em suas pesquisa. A maioria das leveduras, porém,
existe como uma parte selvagem do ambiente natural e cresce em plantas e animais ou
dispersos pelo ar ou agua.

A maioria das leveduras pertence a ordem Saccharomycetales, da classe dos
Ascomycetes. Entre as 350 espgcies conhecidas de leveduras a mais comum,
Saccharomyces cereviseae, é usada no processo de fermentagéo para produzir o dlcool em
vinho e cerveja e o gas carbonico que causam o crescimento do p#o. Durante a
fermentagdo, as enzimas das leveduras permitem as células extrair oxigénio de quase
qualquer amido ou agucar para produzir alcool e gas carbdnico. As leveduras s@o ricas em
proteinas, sais minerais, carboidratos e vitamina B; por isto também é usada para
enriquecer as dietas humanas e animais.

A Saccharomyces, como todas as leveduras, vive em colonias de células.
- Dependendo da quantidade de alimento disponivel em seu ambiente, a levedura pode
existir como uma célula dipléide (com dois jogos de cromossomos) ou como uma célula
hapléide (com um jogo de cromossomos). Ha dois processos de divisdo da célula basicos
associados com estas fases: mitose € meiose.

A mitose acontece quando ha bastante alimento disponivel. A célula dipldide
duplica seus dois jogos de cromossomos e faz a célula temporariamente quadriploide
(quatro jogos de cromossomos) e faz crescer um broto. O broto contém um jogo duplo de
cromossomos € ainda cresce como uma célula independente presa a célula mie e
eventualmente separa-se deixando uma cicatriz onde os brotos aconteceram. Uma célula
que nfio tem mais nenhuma area sem cicatrizes por onde possa ocorrer o brotamento
eventualmente morre. Os brotos podem acontecer continuamente contanto que haja
alimento disponivel. Assim cadeias e agrupamentos dos mintsculos organismos
transformam-se em coldnias.

Durante condi¢des de fome a célula diploide de levedura divide-se através de
meiose. A meiose comega com a duplicagio de cromossomos e forma uma célula
quadripléide temporaria. Os dois jogos migram a extremidades opostas da célula e

dividem-se novamente resultando em quatro células hapléides minusculas, cada com um
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nico jogo de cromossomos. Os hapldides, com géneros distintos “a” e “a” desenvolvem-
se dentro da célula mie, cercadas por uma camada espessa de agucar. Neste estado eles
podem suportar a falta de alimento. Assim que o alimento- esta disponivel, as células
estouram da célula mde como hapléides individuais, ou esporos. Eles podem reproduzir-se
mitoticamente ou podem reproduzir-se sexualmente por fusfo. A divisdo mitética neste
momento resulta s6 em mais hapldides.

Uma fase extraordinaria de reprodugio da célula de levedura envolve a fusio de
duas células haploides. Quando um célula de haploide a-sexuada estd pronta para
reproduzir, emite um sinal hormonal. Uma célula assexuada que esteja perto responde
imediatamente transformando-se em uma forma pegajosa de péra e secretando um
horménio diferente que também induz a célula a a ficar pegajosa e na forma de péra. As
duas células estendem-se uma para a outra e fundem-se. Seus nicleos fundem-se e
resultam em uma célula dipléide. A partir dai, continua o ciclo hapléide-dipléide. Por
causa de seu crescimento extremamente rapido, por seus valiosos subprodutos e pela
habilidade de seus cromossomos sofrerem mudangas semelhante aos cromossomos
humanos, as leveduras sdo muito importantes aos cientistas. S30 usadas leveduras para
decompor dejetos e ajudar a limpar derramamentos de oleo e outros poluentes.
Pesquisadores estio tentando fazer leveduras aumentar a produgéio de alcool de grios para
produzir etanol (dlcool de grio) que € usado como um combustivel. Leveduras sdo usadas
como uma cultura para cultivar bactérias especificas em pesquisas em hepatites e na
produgdo de interferon, uma proteina importante para a pesquisa de cura do céncer.
Leveduras sdo particularmente uteis em analise € mapeamento de genes.

Cada levedura pode expressar toda sua potencialidade somente em um substrato
ideal. O trabalho do técnico é o de criar as condi¢es ideais, dando ao mosto
bioestimuladores de varios tipos, adaptados a cada caso, evitando assim parada nas
fermentacGes e, a nivel de andlises sensoriais nos vinhos a melhora é surpreendente
(ROSIER, 2000).

Para o desenvolvimento das leveduras s@o utilizados biorreatores dos mais diversos

tipos e modelos, conforme as culturas que se quer desenvolver.
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3.18 - BIORREATORES

Os biorreatores podem ser mais ou menos elaborados, conforme o tipo de cultura a
que sdo destinados. Num biorreator, a produgdo de biomassa ou de metabolicos deve ser
realizada com énfase maxima na seguranga e confiabilidade do processo, com um custo
minimo de investimento e operagfo. Seguranga ¢ mais dificil de se conseguir em um
processo microbioldgico do que em um processo quimico, desta forma, os biorreatores séo
mais caros de se projetar e construir do que os reatores quimicos.

A microbiologia deve ser o foco das consideragdes quando se quer construir um
sistema fermentativo. Durante o planejamento do fermentador deve-se decidir se o
fermentador sera usado em um processo especial para um organismo especifico ou para
uma variedade de processos com diferentes microrganismos.

Em geral emprega-se o vidro na construgiio dos biorreatores menores usados para
experimentos em laboratério, e 0 ago inoxiddvel em biorreatores de maior capacidade.
Alguns cuidados devem ser tomados em relagio a soldabilidade do ago inoxidavel com alto
teor de carbono, pois estes sdo de dificil soldadura. As soldaduras representam um risco
potencialmente elevado em instalagdes de fermentagdo. As soldaduraé de ma qualidade
podem ser porosas e asperas, podendo dar origem a contaminagdes graves e dificeis de
serem descobertas.

O primeiro processo fermentativo em escala industrial na industria farmacéutica, a
produgio da penicilina, foi desenvolvida em biorreator de tanque agitado. Devido ao alto
custo dos biorreatores, a industria de fermentagdo prefere modificar os modelos existentes,
como por exemplo, mudando o tipo de agitador, do que introduzir um biorreator
completamente novo. Além disso, a aplicacio de um mesmo biorreator para diferentes
processos proporciona uma grande flexibilidade para o fabricante. Esta é a razdo porque o
tanque agitado é freqiientemente a primeira escolha quando um novo processo é
desenvolvido. Porém quando existe uma limitagio do processo, como por exemplo a
necessidade de uma maior transferéncia de massa gas-liquido, outros tipos de biorreator,

tais como os biorreatores air/iff, sio considerados (PEDRINI, 1997).
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3.19 - BIORREATORES AIRLIFT

Reatores airlift sdo reatores pneumaticos, diferentes de outro tipo de reator
pneumatico normalmente usado, o de coluna de bolhas, sendo que estes reatores se
dividem em duas zonas de escoamento (uma direcionada para cima e outra direcionada
para baixo). As zonas ou canais possibilitam a circulagdo de liquido em grande escala ao
redor do corpo do reator. |

A primeifa zona de expansio do gas é denominada riser, onde o gas € injetado pela
base do equipamento através de um distribuidor formando uma disperséo gés-liquidd. As
bolhas de gis sobem através do liquido contido no tanque contatando-o e deslocando-o.
Essa seg¢fio tem maior gas holdup (fragio volumétrica de gas na dispersio) e é onde a
transferéncia de massa é mais significativa. O liquido deixa o topo do riser e entra na zona
de desprendimento do gas (separador de gas) onde, dependendo do seu desenho especifico,
maior ou menor quantidade de gas é removida. O liquido, com uma menor quantidade de
gas, escoa através do downcomer, move-se para o fundo do reator até a base do mesmo e
retoma ao riser. Assim, a fase liquida circula continuamente no reator.

Apesar de manter algumas caracteristicas das colunas de bolhas convencionais, a
circulagdo do liquido em grande escala exibida por estes reatores possuem caracteristicas
Ginicas. A circulagio é um efeito causado pela diferenca de gds holdup entre o riser e o
downcomer. Por sua vez, isto cria uma diferenga de pressdo entre a base do riser e a base
do downcomer a qual atua como for¢a motriz para a circulago do fluido.

Os airlifts sdo normalmente divididos em dois tipos de reatores, baseados em sua
estrutura fisica. Os airlift com circulagdio interna so tanques divididos, sendo que estas
divisdes sdo colocadas dentro da coluna de bolhas para criar zonas de escoamento distintas.
Isto pode ser conseguido mediante a inser¢@io de um tubo central separando as zonas de
subida e descida das correntes (airlift com tubos concéntricos). Nos airlift com circulagéo
externa o riser e o downcomer sdo conectados por se¢des horizontais perto do topo e da
base do reator para criar a recirculagfo de liquido.

A principal diferenca entre o airlift de circulagfo interna e externa € o desenho do
separador de gas. Nos de circulagfo interna o separador é normalmente uma extensio sem

obstaculos sobre o riser e 0 downcomer, o que permite pouco desprendimento do gas. Nos
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de circulagio externa, pode existir uma regido de escoamento horizontal que permite o
desprendimento total de gas, que segundo o seu grau de desprendimento, tem grande
influéncia no comportamento geral do reator.

Como a forga motriz da circulagdo de liquido € a diferenga de densidade média ou
da pressdo hidrostatica entre as se¢Oes do riser e do downcomer, no caso da circulagdo
externa, onde existe um desprendimento quase total do gis no separador horizontal, a
velocidade de circulag@io do liquido € mais alta. Conseqiientemente, o gas holdup ¢ menor
devido & alta circulagio de liquido no riser, o que resulta numa menor transferéncia de

massa.

3.19.1 - Vantagens dos Reatores Airlift

Tradicionalmente, o reator quimico de tanque agitado (STR) tem sido aplicado
como biorreator para fermentagSes aerdbicas. Entretanto este tipo de reator ndo € o mais
adequado para o cultivo de microrganismos. Os reatores pneumaticamente agitados, como
o airlift e colunas de bolhas, oferecem muitas vantagens em relagdo ao tanque agitado
classico.

A primeira vantagem € a simples construgdo, pois a sua manutengdo é facil e
barata. Como nfo ha partes mecanicas moveis necessarias para agitagdo, ha reducfo do
perigo de contaminagdo, pois facilita a limpeza e esterilizag8o. A injecdo do gas serve para
duas fungdes, aeragio e agitagdo, eliminando o gasto adicional de energia para a agitagfo e
promovendo um aumento na capacidade de transferéncia de massa e calor.

Em processos biologicos, uma outra vantagem do airlift sobre a coluna de bolhas e
os reatores de tanque agitado € relacionada a for¢a de cisalhamento imposta pelo campo
turbulento nas células ou “pellets” (no caso de fungos) suspensos no meio. O grau de
agitagio requerido para a transferéncia de oxigénio causa, em muitos casos, danos aos
microrganismos devido ao alto grau de cisalhamento do agitador (STR) e aerador (coluna
de bolhas). Uma regido de alto cisalhamento existe perto do agitador ou aerador, o qual
decresce com o aumento da distdncia dos mesmos. A falta de uniformidade na area de
cisalhamento expde os microrganismos a uma variagdo de meio ambiente e de areas de
stress o qual pode afeté—lbs adversamente. Numerosos estudos tem sido conduzidos
investigando os efeitos do cisalhamento nos microrganismos e células no esforgo de

quantificar o nivel de variagio -do grau de cisalhamento que os microrganismos poderéo
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tolerar (MERCHUK, 1991). Além disso, a energia mecanica necessaria para realizar a
 transferéncia de massa em STR ¢ elevadé e antiecondmica, sendo também dissipada no
fluido na forma de calor, que precisa ser removido para o controle de temperatura.

O campo de cisalhamento no airlift € homogéneo, o qual € relativamente constante
através do reator. Além do mais, h4 total direcionalidade do escoamento do liquido, mesmo
que movimentos randémicos possam ser sobrepostos no mesmo.

Um fluxo menos turbulento parece ter um efeito positivo na produgfio de células -
sensiveis ao cisalhamento. Um estudo feito por KESSLER et al (1993) mostrou que,
mesmo em meio altamente viscoso, pode ser vantajoso o processo em biorreatores airliff.
Estes autores relataram que a produtividade em seus experimenios foi muito boa em
comparagio com valores publicados anteriormente obtidos em outros tipos de biorreatores.

Uma caracteristica desejada em um fermentador aerado é que este promova uma
boa homogeneizagio do meio fermentativo e favorega a transferéncia de massa entre as
bolhas de gas e o meio de cultura liquido. Porém, alguns processos fermentativos, como os
de produgio de biomassa protéica (SCP) sdo normalmente realizados em fermentadores de
tamanho consideravel (20-2000 m’), sendo portanto os custos de agitagio importantes para
a viabilidade do processo. MALFAIT et al (1981) obtiveram um aumento sﬁperior a18%
(em peso) na produgdo do fungo Monascus purpureus em um airlift com circulagéo
externa (0,055 m® de volume e com didmetro do riser de 0,15m e didmetro do downcomer
de 0,05 m) em relagdo a produgdo em um reator de tanque agitado (0,100 m’ de volume,
operado a um fluxo de ar de 1 vvm, turbina 3-standard (6-bladed) operada a 300 rpm, com
3-4 kWm de poténcia de agitagdo). Esta melhora no rendimento foi obtida com a redugéo
de 50% na energia colocada (power input) levando a uma redugéo superior a 50% no custo
da produgio da biomassa. O aumento da produtividade em reatores airlifi em relagdo ao
reator de tanque agitado foi associado ao alto coeficiente de transferéncia de massa obtido
no airlift (MALFAIT et al, 1981). Apesar de ndo ter sido mencionado, como foi dito
anteriormente, possiveis danos nas células devido ao cisalhamento podem ter contribuido
com a menor performance nos reatores de tanque agitado.

Os trabalhos realizados vém confirmando que os fermentadores do tipo airlift
(coluna de bolhas com recirculagdo) e suas variagSes (loop reactors), sdo os mais
adequados para o processo de produgdo de proteinas, onde ha é necessidade de uma alta
eficiéncia na transferéncia de massa. Além da producdo de proteina, o uso dos

fermentadores do tipo. airlift na produgdo de fungos-filamentosos e outras células sensiveis
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ao cisalhamento tem obtido bons resultados (MALFAIT et al, 1981; KOENIG ef al, 1981,
MARKL ef al, 1987, ERLKSON ef al., 1983; KESSLER et al., 1993).

Essencialmente, os fermentadores airlift com circulag@io externa consistem em duas
colunas em paralelo (riser e downcomer) as quais sdo conectadas no topo e no fundo.
Usualmente as duas coliihas possuem diferentes didmetros; uma delas com maior didmetro
o qual seré injetado o gas no fundo e serve como riser, e a outra sera o downcomer. As
propriedades caracteristicas dos reatores airlift com circulagfo externa sdo: 1) retirada do
gas dissolvido no topo do reator (isto impede a acumulagio de CO; no meio de
fermentagdo); 2) inexisténcia de zonas de fluxo irregular no topo e no fundo do
fermentador; 3) facil remog&o de calor do fermentador através da instalagéo de um trocador
de calor no downcomer; 4) facil medida e controle da velocidade do liquido no downcomer

sem as complicagSes devido a concentragfo de gés.

3.19.2 - Aplicagdes dos Reatores Airlift

KAWASE (1990) desenvolveu um modelo simples para predizer a velocidade do
liquido em biorreatores airlift com circulagfio externa. Correlagdes tedricas para o fator de
fricgdio de gases ndo-Newtonianos e para a velocidade do liquido no riser foram derivadas
utilizando conceitos de difusividade turbulenta (eddy diffusivity). O modelo teérico foi
comparado com dados experimentais obtidos para o fator de friccio e velocidade do
liquido, obtendo um bom fator de correlagio.

GODO et all. (1999) analisaram a influéncia do tamanho das bolhas de ar injetadas
dentro do reator airlift e a correspondente transferéncia de oxigénio para o meio de cultura.
Quanto menor for o tamanho das bolhas, maior é a transferéncia de oxigénio. Pelas
experiéncias realizadas mostra-se que uma das formas de aumentar esta transferéncia de
oxigénio ¢ efetuando mudangas periddicas no fluxo de ar que € injetado dentro do reator, o
que provoca uma mudanga na velocidade de circulagdo do gés-liquido.

CHEN et all. (1987) desenvolveram um reator airlift que utiliza sopradores de ar a
baixa pressdo para manter e agitar o meio de cultura. As bolhas de ar sdo mantidas em
contato com o caldo de fermentagio durante um espago de tempo maior, obtendo uma
melhor transferéncia de oxigénio para a manutengio do meio de cultura. Desta forma,
consegue-se uma economia de energia para a manutencdo, agitagdo e aquecimento das
células do airlift.
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NICOLELLA et all. (1998) utilizaram um reator de circulagfo interna com biofilme
suspenso, trifasico, para apresentar uma nova aproximacfio para a determinagfio dos
coeficientes de transferéncia de massa em sistemas trifasicos utilizando biofilmes sob
condigbes de reagdo. O método esta baseado na andlise do consumo de oxigé€nio no
biofiime em suspensdo e no monitoramento do oxigénio biologicamente consumido no
sistema, permitindo uma estimativa independente da transferéncia de massa entre o gas e o .
liquido e entre liquido e sdlido e a taxa de reagdo do biofilme. A influéncia de alguns
pardmetros de operagdio (quantidade de sélidos, tamanho das particulas e taxa de fluxo de
g4s) foram analisados e uma correlagdo para determinar o coeficiente de transferéncia de
massa foi proposto.

SHAMLOU et all. (1995) propuseram um modelo para a predigdo do coeficiente
volumétrico de transferéncia de massa (Kya) em um reator airlift com tubos concéntricos.
Os resultados obtidos indicam que o Kpa é fortemente influenciado pela velocidade do gas,
pelo gas ascendente (hold-up), pela velocidade de circulagdio do gas, pelo didmetro das
bolhas e pela velocidade das bolhas no riser. Através da fermentagio de Saccharomyces
cerevisiae, foram obtidas medidas do coeficiente de transferéncia de massa como uma
fungdo da velocidade superficial do gas e comparadas aos dados obtidos no modelo
proposto.

RUSSEL et all. (1994) utilizaram a levedura Saccharomyces cerevisiae em um
fermentador airlift para obter dados de velocidade de circulagdo, velocidade de ascensfo e
mistura do liquido sob variadas condi¢des de fluxo de gas, altura do raiser e altura do topo.
Tanto a velocidade de circulagio do liquido e o tempo de mistura aumentam com a altura
do raiser, enquanto qhe a altura do topo influencia a mistura do liquido.

SIEGEL & MERCHUK (1991) realizaram experimentos em reatores airlift com
diferentes volumes liquidos e configuragdes do separador gas-liquido. Dependendo da
configuragdio do separador, o modo de operagdo pode ser mudado de um reator de tubo
concéntrico com recirculagio de gas para um reator com circulagdo externa sem
recirculagdo de gas. Correlagdes para a velocidade do liquido no downcomer, tempo de
circulagiio e gas hold-up foram desenvolvidas como fungio da forga de entrada do gas por
unidade de volume liquido e “Disengagement Ratio”.

FREITAS et all. (2000) analisaram a influéncia do efeito do didmetro do orificio do
dispersor do gés, da taxa do fluxo de ar, da quantidade de sélidos suspensos e da densidade

dos solidos nas caracteristicas hidrodindmicas - gas holdup (fluxo ascendente do gas),
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tempo de circulagdo e velocidade do liquido — em um reator airlift trifisico com circulagio
externa. Foi observado que o distribuidor de gas tem um efeito pequeno na ascensio do gas
no raiser, no tempo de circulagfo e na velocidade do liquido no downcomer. Por outro
lado, a taxa do fluxo de ar, a quantidade de solidos suspensos e a densidade dos sélidos tem
uma influéncia significativa nas caracteristicas hidrodindmicas do reator. Um modelo
previamente descrito foi utilizado para calcular o fluxo ascendente de gas através do riser e
a velocidade do liquido no downcomer simultaneamente, apresentando resultados
satisfatorios.

GRAVILESCU & TUDOSE (1999) analisaram a distribuicio do tempo- de
residéncia da fase liquida em um reator airlift com circulagdo interna. Os resultados
experimentais revelaram que o reator airlift utilizado teve um fluxo mais uniforme que o
reator de coluna tubular e de bolhas. Estas conclusdes podem ter uma grande importéncia
pratica, especialmente, nas aplicagbes biotecnologicas dos reatores airlift, onde as culturas
aerdbias podem ser facilmente afetadas por fluxos de gas deficientes.

ALLEN & ROBINSON (1991) determinaram a taxa de cisalhamento em
biorreatores airlift e de bolhas, devido & importancia deste pardmetro na destruicdo das
células e na correlagdo de parametros hidrodindmicos em fluidos ndio-Newtonianos. Esta
taxa de cisalhamento pode ser utilizada para avaliar a viscosidade efetiva dos fluido néo-
Newtonianos, que por sua vez, pode ser utilizada para prever o comportamento reol6gico
dos fluidos. Esta aproximag#o, aplicada em biorreator de bolhas, também pode ser aplicada
em reatores airlift com circulagio externa, substituindo-se a velocidade do gas superficial
pela velocidade do gas no riser.

ASSA & BAR (1991) determinaram o grau de homogeneidade de biomassa nas
varias partes de um biorreator airlift de circulagdo interna. Foi determinado que ocorre uma
acumulacdo gradual de so6lidos no fundo do downcomer e do raiser, de modo que o local
mais representativo em termos de concentragdo de biomassa estd localizada na parte
mediana do biorreator.

SIEDENBERG et all. (1997) compararam o cultivo de Aspergillus awamori em
reatores em ibatelada agitados e em reatores airlift com circulagdo externa, utilizando um
meio de cultivo complexo formado por farelo de trigo e de soja. No reator airlift com
circulagio externa, filamentos de mycelium foram formados devido a baixa quantidade de
energia fornecida. Apesar da alta viscosidade média, foi obtida boa produtividade de

xylanase.
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ALEKSIEVA & PEEVA (2000) compararam a producio de proteinase acida pelo
fungo filamentoso Humicola lutea em um biorreator airlift em condig¢des continuas e em
batelada com a produgiio de proteinase utilizando células do fungo, cultivados em um
biorreator de tanque agitado. O desempenho do processo em ambos os dispositivos de
fermentacdo foi semelhante com respeito a utilizagio de substrato, biomassa, e
concentragdo de enzima. A produtividade alcangada no biorreator airlift em condigbes
continuas foi aproximadamente 3 vezes mais alto que no sistema em batelada.

AL-QODAH & LAFI (2001) desenvolveram um modelo matematico para
descrever o desempenho de um reator airlifi de trés estagios utilizando um campo
magnético transversal. O modelo foi baseado em um reator de mistura completa e na
cinética de Michaelis—-Menten. As equagles foram resolvidas pelo método de diferengas
finitas utilizando condi¢des de regime estacionario e transiente. Os resultados da simulagio
numérica indicaram que o campo magnético aumenta o grau de bioconversdo. O modelo
matematico foi verificado experimentalmente em um reator airlifi de trés estagios
utilizando P. chrysogenum imobilizado em leitos magnéticos.

SANDERS & HUDSON (2000) descreveram uma abordagem especifica de um
sistema especialista para simular e automatizar reatores airlift de alta recirculagdo. Foram
desenvolvidos dois programas prototipos para testar a viabilidade de uma arquitetura
abordando sistemas especializados para biorreatores. A aplicagdo dos dois programas
conduziu a criagdo de um sistema especialista novo que interagiu com programas de
projecdo industriais. A pesquisa descreveu linhas para reduzir os custos na construgéo e
operagio de reatores airlift de alta circulagdo.

HUANG et all (2001) desenvolveram uma estratégia de aeragdo para o controle de
espuma em um reator airlift com malha de tela dupla. O reator airlift foi empregado no
cultivo de Bacillus thuringiensis para produgdo de thuringiensin. A produgdo de
thuringiensin baseado na estratégia proposta produziu uma quantidade 70% maior que o
método de cultivo convencional com adigdio de agentes de antiespumantes para controle de

espuma.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - BIORREATOR

No presente trabalho foi utilizado um biorreator airlift com circulagdio externa
construido de vidro existente no laboratorio de Engenharia Bioquimica do Departamento
de Engenharia Quimica ¢ Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa
Catarina — UFSC. O biorreator tem um volume de 6,5 litros e razdes entre as areas das
se¢des transversais entre o downcomer e o riser de 0,14 e comprimento da conexio entre o
riser ¢ o downcomer de 0,20 m. Um desenho esquematico do reator estd demonstrado na

Figura 4.1

4.2 - MICRORGANISMO

O microorganismo utilizado para a andlise no biorreator de circulagdo externa fo1 a
levedura Saccharomycesv cerevisiae € 0 meio de cultura foi a propria biomassa da uva
(mosto), ao qual foi adicionado um composto pectolitico enzimatico.

O mosto utilizado foi obtido através da moagem da uva da variedade Niagara, pré-
clarificado por decantagfio e, apés a adi¢do de 0,2 g/l de Metabissulfito de Potéssio,
armazenado em cimara frigorifica a uma temperatura de —2 °C durante 3 dias,

A andlise do desenvolvimento das células foi iniciada através da inoculacdo dos
microrganismos no mosto contido no biorreatdr aerado. Os testes realizados tiveram
duragcdo de 6, 8, 9 e 24 horas, com coleta de amostras a cada hora para a analise do
desenvolvimento dos microrganismos.

A fase seguinte da fermentacfio alcodlica foi em regime anaerébio com
acompanhamento constante através de andlises quimicas e fisicas do produto até o total
desdobramento dos agtcares.

O vinho, produto final, também foi avaliado através de analises quimicas e

sensoriais.
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Figura 4.1 - Esquema do reator airlift.

0.86 m

Fonte: PEDRINI, 1997.
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4.3 - DETERMINACAO DA CONCENTRACAO CELULAR

A concentragdo celular durante as fermentagdes foi determinada por dois métodos:
indiretamente por turbidimetria e diretamente por gravimetria.

A determinagdo gravimétrica da concentragio celular expressa como massa de
material seco por unidade de volume, se caracteriza em uma das formas mais adequadas de
se avaliar uma fermentagfio, sendo utilizada para confirmar os resultados obtidos pela
medida da absorbancia.

As medidas de absorbincia foram realizadas a um comprimento de onda A = 550
nm (ap6s analise da melhor faixa de absor¢do do fermentado) em espectrofotometro
(modelo E225-D, marca CELM) e convertidas em concentragio celular (massa de matéria
seca por unidade de volume), atraveés do uso de uma curva de calibragdo. O procedimento

para a construgfio desta curva é da seguinte forma:

e 50 mL da cultura da levedura Saccharomyces cerevisiae, coletados no final da
fermentagdo, foram filtrados em filtro Millipore com membrana de 0,45 pm
previamente seca em estufa a 105 °C. Apos secagem até peso constante (24 h a 105 °C),
a biomassa ¢ determinada pela diferenga de peso seco.

e Aproximadamente 20 mlL do fermentado sdio retirados e realizadas dilui¢Ges 1:2; 1:4;

1:6; 1:8; e 1:10, lendo-se a absorbéncia em espectrofotometro (550 nm).

O peso da amostra obtido apds pesagem da membrana dividido pelo volume de
filtrado fornece a concentragdo do niumero de células. Este valor dividido por cadaldiluigﬁo
realizada é a massa seca.

A curva ¢ obtida correlacionando a absorbancia com a concentragfo celular (g/L).

4.4 - ACUCARES REDUTORES

O teste usado para a determinagio de glicose foi adquirido da empresa

“Biodiagnostica”. O principio do método “glicose Enz Color” é:

B-D-glicose + O + 2H,0, _ glicoscoxidase o) 1y_4cido glucdnico + 2H,0,

Peroxidase

D-acido glucénico + 2H,0; + hidroxibenzoato + 4-aminofenazona Complexo

quinona + 4H,0
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O perdxido de hidrogénio formado reage com a 4-aminoantipirina e fenol, sob a¢do
catalisadora da peroxidase (POD - Doador hidrogénio-peroxidorredutase), através de uma
reagdo oxidativa de acoplamento formando uma antipirilquinonimina vermelha cuja

intensidade de cor é proporcional a concentragfio da glicose na amostra.

Reagentes utilizados

1. Reagente Glicose Enz Color: 0,1 mmol/L 4-aminofenazona, 5 mmol/L hidroxibenzoato,
5.000U/L glicose oxidase, 500 U/L peroxidase em 250 mL de agua.

2. Tampaio e estabilizador

3. Padrio de glicose: Solugfio de glicose a 100 mg/dl.

Tabela 4.1 - Procedimento de determinagfio da glicose.

Solugdes Branco Padrio Teste
Reagente cor 2,0 mL 2,0 mL 2,0 mL
Padrio - 20 uL -
Amostra (Fermentado) . - - 20 pL

Homogeneizar suavemente, incubar durante 10 minutos a 37 °C. Ler a absorbancia

da amostra (A Teste) e da solugfo padrdo (A padrio). A cor é estavel por duas horas.

Calculo

A *
mg de glicose por dl = Alzeste) *100
A(padrao)

As amostras devem ser diluidas, de forma que a concentragfio se encontre na faixa

da curva de calibrag#o.

4.5 - ANALISES QUIMICAS

A andlise quimica é de grande utilidade pratica, pois por meio dela podemos
determinar a quantidade dos elementos que constituem o vinho. Esta andlise também
‘fornece os elementos que permitem julgar o vinho, principalmente no que se refere ao
acréscimo de certas substancias permitidas por lei. Além disto, a analise quimica é de um
valor indiscutivel para o estudo das caracteristicas de uma casta, para verificar a influéncia

e a agéo de certos tratamentos executados na vinificagdo e de outros trabalhos de cantina.
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4.5.1 - Alcool
Principio
°GL ¢ o niimero de mililitros de alcool etilico absoluto contidos em 100 ml de vinho

a 15 °C. Determina-se por destilagio simples do liquido alcanizando-o e medindo a

densidade do destilado por aerometria.

Material e aparelhos
e aparelho de destilagdo
e alcodmetro
e termOmetro
e proveta dé 250 ml

e balido volumétrico de 250 ml

Reagentes
e Solugdo a 12% de 6xido de céicio (12 gramas de CaO em 100 ml de 4gua), usado

para tornar o meio alcalino

Procedimento
Deve-se eliminar previamente o gas carbbnico contido nos vinhos jovens ou
champanhas, através de um aquecimento.

O procedimento para realizar a destilagdo € o seguinte:

e medir 250 ml de vinho em um baldo volumétrico aferido, anotando a temperatura,

e verter o vinho para o baldo de destilacdo contendo alguns fragmentos de pedra-
pome;

e lavar o baldo quatro vezes com 5 ml de agua destilada;

e acrescentar 10 ml da solugdo de 6xido de calcio a 12%;

e recolher o destilado no mesmo baldo volumétrico inicial contendo 10 ml de agua
destilada;

e destilar pelo menos 200 ml do volume inicial,

e agitar o baldo com a finalidade de homogeneizar o destilado;

e completar 0 volume inicial do balio com 4gua destilada a mesma temperatura

inicial;
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e homogeneizar e transferir o destilado para uma proveta para que o alco6metro
possa flutuar livremente. O alcodmetro devera ser graduado até¢ 1/10 de grau,
segundo o sistema Gay-Lussac, aferido a 15 °C. Se a temperatura for diferente de
15 °C, deve-se fazer as devidas corregdes;

e realizar trés leituras do grau alcodlico, utilizando, se necessario, uma lupa,

e 0 valor obtido sera a porcentagem de alcool em volume ou grau Gay-Lussac (GL).

4.5.2 - Massa Especifica ou Densidade Relativa
Principio

Massa especifica € a razdo entre a massa de um certo volume de vinho ou mosto
por seu volume. Expressa-se em gramas por centimetro cubico. A densidade relativa é a
razdo entre a massa especifica do vinho pela massa especifica da agua. A massa especifica

ou densidade relativa de um vinho é determinada & temperatura de 15 °C. Determina-se a

massa especifica a partir da leitura do aerdmetro.

Material e aparelhos
e aer0metro
e termOmetro

e proveta cilindrica de 320 mm de altura e 36 mm de didmetro.

Aerometro
O aer0metro utilizado possuia a parte cilindrica submergivel e a haste de ség:éo
circular de 3 mm de didmetro. Para vinhos secos, a graduacdo ¢ de 0,983 a 1,003
em milésimos. A divisdo entre os milésimos é de S mm. Neste aparelho a regra é

realizar a leitura pela parte superior do menisco.

Procedimento
e colocar na proveta cilindrica 250 m1 do vinho;
e introduzir 0 aerémetro e o termémetro;
e agitar para uniformizar a temperatura;
e aguardar um minuto e realizar a leitura do termOmetro. Corrigir a temperatura se a

mesma ndo estiver a 15 °C;
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e realizar a leitura da massa aparente na base do menisco formado na haste do

aerémetro.

4.5.3 - Determinagio da Acidez Volatil

A acidez volatil é constituida de acidos graxos pertencentes a série acética que se
encontram nos vinhos em estado livre. Determina-se mediante a separa¢do dos acidos
volateis por arraste com vapor de agua e retificando estes vapores. Deve-se evitar como
precaugdo a presenga de gas carbdnico no destilado. A acidez do anidrido sulfuroso livre e

combinado arrastados com o destilado nfo deve ser considerada na acidez volatil.

Material
e aparelho de destilagiio Cazenave-Ferré
e bureta de SO ml
e pipetasdel0 mle 1,0 ml

e erlenmeyer de 200 ml

Reagentes
e Hidréxido de sédio N/10

e Indicador - solugfo alcodlica de fenolftaleina a 1 %.

Procedimento

e Colocar 10 ml da amostra no borbulhador. _

¢ Adicionar agua destilada no gerador de vapor do aparelho de destilago Cazenave-
Ferré.

e Levar a ebulicdo com a torneira de vapor aberta, objetivando retirar o ar do interior
do aparelho.

e Fechar a tomneira for¢ando a passagem do vapor pelo borbulhador, arrastando assim
os acidos volateis.

e Recolher 100 mi de destilado.

o Titular a acidez volatil do destilado com solugdo de hidroxido de s6dio N/10 em

presenga do indicador fenolftaleina.
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Calculo

Seja n o0 nimero de ml gastos de hidroxido de sddio na titulag@o.

Acidez volatil expressa em meq/litro =nx10
Acidez volatil expressa em acido sulfirico = »x 0,49

Acidez volatil expressa em acido acético = nx 0,60

4.5.4 - Determinacao da Acidez Total

Considera-se acidez total de um vinho a soma dos acidos titulaveis quando se eleva

o vinho a pH-7 através da adi¢do de uma solugfio alcalina titulada. O acido carbdnico, o

anidrido sulfuroso livre e o combinado nfio estio compreendidos na acidez total. Ao

determinar a acidez total de um vinho que contenha gis carbdnico, deve-se agitar

aproximadamente SO0 m1 da amostra a analisar sob vacuo, a fim de subtrair o0 CO, antes da

andlise ser iniciada.

Material e aparelhos

potencidémetro
agitador magnético
kitasato

pipeta de 10 mi
béquer de 100 ml
bureta de 50 ml

Reagentes

Solucio de hidroxido de sddio N/10

Indicador - solugdo alcodlica de fenolftaleina a 1 %.

Procedimento

Transferir 10 ml da amostra a analisar para um béquer de 100 ml, contendo 50 ml de
agua destilada.

Adicionar 2 ou 3 gotas de fenolftaleina a 1 % (quando ndo for potenciométrica)
Titular com solugfo de hidréoxido de sédio N/10 até coloragdo rosea (ou pH-7

medido potenciometricamente).
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Cailculo
Seja n 0 niimero de ml gastos de hidréxido de sédio na titulaggo.
Acidez volatil expressa em meq/litro =nx 10
Acidez volatil expressa em 4cido tartarico = nx 0,75

Acidez volatil expressa em acido sulfirico = »x 0,49

Fator de conversio

Acidez tartdrica para sulfurica 0,653 x acidez tartarica

Acidez sulfurica para tartarica = 1,530 x acidez sulfurica

4.5.5 - Acidez Fixa

Considera-se convencionalmente como acidez fixa a diferenga entre a acidez total e
a acidez volatil, ambas expressas em uma mesma unidade, geralmente meq/l, seja ela

tartarica ou sulfurica.

4.5.6 - Determinac¢ao do Anidrido Sulfuroso Livre

O anidrido sulfuroso livre apresenta uma dupla atividade (antisséptico e
antioxidante). A maior parte do SO, livre encontra-se no vinho na forma de sais ou

bissulfitos. A titulagdo ¢é realizada por oxidag¢@o do SO2com iodo, em meio acido.

Material
e erlenmeyer de 200 ml
¢ pipeta de 25 ml de duplo aferimento
e pipeta de 2,5 ml de seguranga
e bureta de S0ml

Reagentes
e Solugdo de 4cido sulfurico a 1/3 (duas partes de agua e uma de acido sulfiirico)
e Solugio de iodo N/50
e Solucio de amido a 1% (Amassar 10 g de amido para analise em 150 ml 'de agua

destilada e acrescentar 850 ml de 4gua fervente. Deixar ferver durante 5 minutos).
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Procedimento
e Colocar 25 ml de vinho, 2,5 ml de acido sulfurico a 1/3 e 1 ml da solugfio de amido
a 1% em um erlenmeyer de 200 ml.‘
e Titular rapidamente com a solugdo de iodo N/50, agitando constantemente até o

aparecimento de coloragéo azul intenso.

Calculo
Anidrido sulfuroso Livre (mg/litro) = n x 25,6

onde 7 ¢ o nimero de mililitros gastos de iodo N/50 na titulaggo.

4.5.7 - Determinacio dos Acticares Redutores (método Fehling)

A temperatura de ebuli¢iio, os produtos de resinificagdo dos aglicares redutores, em
meio alcalino, sdo oxidados pelo cobre do licor de Fehling, no qual 0 mesmo se encontra
formando um complexo (cupro-tartarico-s6dico-potassico).

Os resultados obtidos pela utilizagdo deste método variam de acordo com a
concentragio dos aglicares na amostra e o tempo de analise. A concentragio dos agucares
ndo deve ser superior a 10%, caso contrario, deve-se proceder uma dilui¢do da amostra. O
tempo de andlise é variavel conforme o agucar a ser determinado. Para determinagdo da

glicose e frutose, este tempo é de no maximo 3 minutos de ebuli¢do da amostra.

Funcéo do licor de Fehling

Os aldeidos aquecidos com o reativo de Fehling formam um precipitado vermelho-
tijolo do é6xido de cobre. O processo consiste na redugdio do cobre trivalente a cobre
bivalente pelo aldeido oxidado a acido. A fungdo do sal de Saignette é manter os ions cobre

bivalente na presenca dos ions hidroxila sem haver precipitagio do hidroxido de cobre.

Material
e bureta de 25 ml
e erlenmeyer de 250 m1
e pipetas volumétricas de 5, 10, 20 e 50 ml
e pipeta graduada de 10 ml
e pinga (tipo tenaz)
e funil de £ 15 cm de didmetro e papel filtro.
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Reagentes
e TFehling A: 69,27 g de sulfato de cobre (CuSO,) dissolvido em &gua destilada até
completar 1000 ml 4 temperatura de 20 °C.
e Fehling B: 346 gramas de sal de Saignette e 100g de hidroxido de sodio dissolvidos
em agua destilada até completar 1000 ml a temperatura de 20 °C.

¢ Solugio de azul de metileno a 1%.

Depuragio dos vinhos
e tomar 100 ml de vinho e acrescentar de 0,5 a 2 gramas de carvio descorante;
e homogeneizar e deixar em repouso durante cinco minutos;

e filtrar a mistura.

Para vinhos brancos diminui-se a quantidade de carvio. Deve-se usar quantidades
moderadas de carvdo na descoloragdo, pois este retém porcentagens consideravels de

agucares.

Procedimento (Titulagéio)
e Encher uma bureta com o vinho diluido e descorado a titular.
e Em um erlenmeyer de 250 ml colocar 40 ml de agua destilada, 5 ml de Fehling A e
5 ml de Fehling B.
e Levar o erlenmeyer a chama. Apds o inicio da ebuli¢do, esperar um minuto.
e Titular com o vinho diluido até desaparecer a coloragéo azul do sulfato de cobre.
e Adicionar 3 gotas de azul de metileno;

e Titular até coloragdo vermelho-tijolo.

O tempo total de titulagio é de aproximadamente 3 minutos, sendo que do inicio da
titulagdo até a adi¢do do azul de metileno é necessario 1 minuto e da adigdo do indicador

até o final da titulagdo mais dois minutos.

50 x dilui¢bes
ml da amostra usados na titulacdo

gL =

A analise deve ser realizada em duplicata quando se desejar uma maior preciséo dos

resultados obtidos.
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4.5.8 - Determinacio da Sacarose (método Fehling)

Material

bal3o volumétrico de 100 ml
banho-maria
pipeta volumétrica de 20 ml

termOmetro

Reagentes

acido cloridrico concentrado
hidréxido de sddio concentrado
acido acético glacial

solugfo alcodlica de fenolftaleina a 1%.

Procedimento

Diluir conforme a concentragio de agucares.

Para uma diluigdo de 5 vezes, transferir 20 ml da amostra clarificada para um balﬁo
volumétrico de 100 ml. Adicionar 3 gotas de acido cloridrico concentrado e levar a
temperatura aproximada de 67 °C em banho-maria.

Deixar resfriar a temperatura ambiente

Neutralizar com hidréxido de sédio, usando como indicador umas gotas da solugéo
alcodlica de fenolftaleinaa 1 %

Reacidificar a amostra com 4acido acético glacial.

Completar o volume do balfo volumétrico com agua destilada.

Titular a amostra assim preparada da mesma maneira que a titulagdo dos agucares

redutores.

Calculo

O resultado é expresso em gramas por litro, segundo a férmula abaixo. Do resultado

obtido diminuem-se os agucares redutores.

_ 50 x diluigdes
ml da amostra usados na titulago

g/L
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4.5.9 - Determinacio dos Metais Pesados

O ferro provoca no vinho a chamada casse férrica, também conhecida por casse
azul. Os vinhos brancos adquirem coloragdo verde café escura até preto-violacea. Os
vinhos tintos enegrecem sensivelmente. Segundo Malvezin ha probabilidades de casse
férrica quando o vinho contém mais de 20 mg de ferro por litro.

O tratamento dos vinhos com ferrocianeto de potassio foi recomendado por
Maoslinger em 1922. No entanto, é necessario destacar que a nossa legislagéio s6 permite o
uso desta substancia ao endlogo ou quimico autorizado pelo Ministério da Agricultura.

O ferrocianeto forma com certos metais, como o ferro, cobre e zinco, compostos
insolaveis, permitindo desta maneira sua eliminagio do vinho, motivo pelo qual constitui
um tratamento eficaz na prevengdo dos enturvamentos férricos e cuprosos dos vinhos.

A aplicagdo deste tratamento exige certas precaugdes, porque, se a quantidade de
ferrocianeto a se acrescentar ao vinho for superior a da que pode precipitar, o ferrocianeto
em excesso, em estado livre, ndo combinado com tais metais, pode decompor-se pela agdo

dos acidos e produzir acido cianidrico, que € um acido altamente toxico.

Material
e proveta de 100 ml
e tubos de ensaios de £ 15 ml
e pipeta de 100 ml com duplo aferimento
e pipeta de 1 ml dividida em décimos de decilitro
e pipetas graduadas de 10 ml
e pipetas volumétricas de 10ml
e funis de = 15 cm de didmetro

¢ Conta-gotas

Reagentes
¢ Solugfo de ferrocianeto de potassio a 1 %.
e Solugdo saturada de alumen férrico (40 g de sulfato férrico amoniacal em 100 ml de
solucgéo).
¢ Solucio de tanino a 0,5%.
¢ Solugdo de gelatina a 0,3%.

¢ Solug¢fo de acido cloridrico a 50%.

47



Materiais e Métodos

Prova preliminar

Preparar trés provetas com exatamente 100 ml do vinho a ser tratado.

Acrescentar a 12 proveta 0,5 ml da solugéo de ferrocianeto a 1%, a 2° proveta 1,5
m1 da solugdio de ferrocianeto a 1%, a 3* proveta 2,5 ml da solugdo de ferrocianeto
a 1% e a 4° proveta 3,5 ml da solugdio de ferrocianeto a 1%. Estas adi¢Ges
correspondem a 5-15-25 e 35g de ferrocianeto de potassio por 100 litros de vinho.
Ap6s 15 minutos, acrescentar a cada proveta 1 ml de solugfio de gelatina e 1 ml da
solugdo de tanino.

Esperar aproximadamente quatro horas para que o ferrocianeto precipite 0s metais
existentes no vinho.

Apos, filtrar ou centrifugar 20 ml de cada proveta (10 minutos a 5.500 rpm).
Transferir 10 mi de cada proveta para tubos de ensaio de 15 ml de capacidade.
Acrescentar duas gotas da solugdo de alimen férrico a 1% a cada um dos tubos e 1
ml de acido cloridrico a 50%.

O tubo que produzir coloragdo azul indicara excesso de ferrocianeto de potassio.

Supondo que se tenha encontrado excesso de ferrocianeto nas provetas n° 3 en® 4 e

auséncia de ferrocianeto na n° 1 e n° 2, deduz-se que a quantidade de ferrocianeto a se

acrescentar esta compreendida entre 15 a 25 g por 100 litros de vinho.

Prova principal

Transferir para quatro provetas 100 ml do vinho analisado anteriormente.
Acrescentar, misturando cuidadosamente, & 12 proveta, 1,7 ml da solugio de
ferrocianeto a 1%; a 2° proveta, 1 ,9 ml da solugio de ferrocianeto avl%; a3
proveta, 2,1 mi da solugdo de ferrocianeto a 1% e a 4° proveta, 2,3 ml da solugio de
ferrocianeto a 1% .Estas adi¢Ses correspondem a 17, 19, 21 e 23 g de ferrocianeto
de potassio por 100 litros de vinho.

Proceder a analise como descrito na prova preliminar, de modo a comprovar a

quantidade de ferrocianeto a ser empregada. -

Se o valor encontrado estiver entre 21 e 23 g, adota-se a média de 22 g para uso

pratico. Por precaugdo, o valor encontrado estd em excesso, sendo comum utilizar-se um

valor 3 gramas menor. No presente caso serdo utilizados 18 g de ferrocianeto de potassio

por 100 litros de vinho.
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Observacio

Para determinar os indices dos metais pesados nos vinhos tintos e rosados,
acrescenta-se mais 1 ml de 4cido sulfurico puro e 1 ml de cloreto de bario a 10%. Deixa-se
em repouso durante quinze minutos e pelo depdsito formado identifica-se aquele que

possui doses excessivas de ferrocianeto de potassio.

4.5.10 - ENSAIOS PREVIOS DE CONSERVACAO

Prova do ar
a) Quebra tinico-férrica ou fosfato-férrico - Deixa-se 0 vinho em contato com 0 ar em um
lugar fresco e escuro. Apos 12 horas, se o aspecto da amostra estiver turvo ou

enegrecido, existe a possibilidade de quebra tanico-férrica.

b) Quebra oxidasica - Procede-se da mesma forma que anteriormente, utilizando duas
amostras de vinho, uma pasteurizada, com a finalidade de destruir a oxidase, e outra
sem a pasteurizagdo. A formagdo da cor parda e de precipitado escuro ¢ sinal

caracteristico da quebra oxidasica.

¢) Quebra cuprica — Coloca-se uma garrafa de vinho fechada em ‘banho-maria a
temperatura de 35 °C. Se houver uma quantidade de cobre suficiente, ocorrera o

aparecimento de turvagdo, caracteristico da quebra cuprica.

Prova do frio

Coloca-se uma garrafa de vinho sob refrigera¢do durante 5 ou 6 dias e observa-se se

ha a precipitagdo dos bitartaratos.

Prova da estufa

Mantém-se em uma estufa uma amostra de vinho durante 3 ou 4 dias a uma
temperatura de 25 °C. Em seguida, a amostra ¢ examinada ao microscopio para verificar-se
um possivel desenvolvimento microbiano, distinguindo, se possivel a causa da
contaminagdo (leveduras ou bactérias). Caso seja necessario, contam-se e identificam-se os

MiCrorganismos.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, apresentam-se os resultados da fermentagio do mosto da uva
Nidgara em um fermentador ndio convencional do tipo airlift, usando a levedura
Saccharomyces cerevisiae em experimentos realizados na safra dos anos 2000 e 2001.
Foram analisados a produgdo de biomassa e 0 desdobramento dos aglicares no mosto,
sendo os resultados comparados com a produgio de vinho pelo método tradicional.

Os experimentos foram divididos em duas etapas, sendo a primeira iniciada em

fevereiro de 2000, época da safra de uvas, e a segunda somente na safra do ano 2001.

5.1 - INFLUENCIA DA UTILIZACAO DO BIORREATOR AIRLIFT NA
FERMENTACAO DO MOSTO DE UVA

5.1.1 - Testes Realizados no Ano 2000

O mosto utilizado para os testes realizados na safra do ano 2000 foi extraido da uva
Niagara. O substrato depois de prensado sofreu adi¢do de 0,1 g/L de anidrido suifuroso,
sendo mantido em recipiente plastico numa cimara frigorifica a uma temperatura de 0 °C
por dois dias. Os experimentos foram realizados no Laboratério de Engenharia Bioquimica
do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade
Federal de Santa Catarina - UFSC, em Florian6polis.

Os experimentos foram realizados para verificar a evolugdo no crescimento da
biomassa e, em conseqiiéncia, o desdobramento dos agucares redutores, mantendo-se
constantes todas as condi¢des de operagio, como:

- Vaziodear- 0,5 L/min

- Temperatura no biorreator - 24 °C

- pH inicial do mosto - 3,8
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A variagdo da concentragdo de biomassa ¢ apresentada na Tabela 5.1 para a
fermentagdo do mosto pelo método tradicional e na Tabela 5.2 para a fermentagdo com a
utilizacdio do biorreator airlifi. O ensaio no biorreator foi realizado sob condigdes

constantes durante 9 horas, sendo as amostras retiradas a cada 3 horas para anilise.

Tabela 5.1 — Dados da fermentagdo do mosto durante 9 horas pelo método tradicional.

Tempo de Coleta Volume da Massa Seca (g) C?ncentrag:ﬁo de
(h) Amostra (ml) Células secas (g/L)
Inicio 60 0,0610 1,02
3 25 0,0545 2,18
6 25 0,0577 2,31
9 25 0,0709 2,84

Tabela 5.2 — Dados da fermentagdo do mosto durante 9 horas em biorreator Airlift.

Tempo de Coleta Volume da Massa Seca (g) C?ncentracﬁo de
(h) Amostra (ml) Células secas (g/L)
Inicio 60 0,0610 1,02
3 25 0,0704 2,82
6 25 0,0775 3,10
9 25 0,0865 3,46

Analisando os dados das Tabelas 5.1 e 5.2, podemos concluir que a cinética de
crescimento das leveduras mostrou-se maior no biorreator airlift do que no método
tradicional (fermentagio comum), pois, para um mesmo periodo de ensaio, ocorreu uma
producgio maior de massa celular na fermentagéo do mosto com a utilizagdo do biorreator.

A Figura 5.1 apresenta o comportamento no aumento da biomassa em termos de
concentragdo de células secas em g/L para a fermentagdo tradicional e a fermenta¢do no

biorreator airlift.
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—&— Fermenta¢do Tradicional
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Figura 5.1 - Cinética do aumento da concentracio de biomassa da fermentaco

convencional e da fermentacdo em reator airlift durante 9 horas.

A Tabela 5.3 apresenta os dados relativos a fermentagdo do mosto de uva no
biorreator airlift com a levedura Saccharomyces cerevisiae. O experimento foi realizado
durante 24 horas, sendo as amostras retiradas a cada 3 horas. Para cada fragdo coletada foi

determinado o valor da massa seca e a concentragfo dos agticares redutores.

Tabela 5.3 — Dados da fermentagdo do mosto durante 24 horas em biorreator Airlift.

Tempo de Volume da Massa Seca (g) Conc’entrag:ﬁo Agucares
Coleta (h) Amostra (ml) de Células (g/L) Redutores (g/L)
Inicio 25 0,0493 1,97 181,33
3 25 0,0929 3,72 156,57
6 25 0,1171 4,68 147,11
9 25 0,1188 4,75 144,80
12 25 0,1215 4,86 132,06
15 25 0,1276 5,10 125,74
18 .25 0,1508 6,03 123,80
21 25 0,1631 6,52 118,47
24 25 0,1678 6,71 95,77
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A Figura 5.2 apresénta os dados relativos a concentragiio de leveduras e dos
agucares redutores. Em relacdo as leveduras, a andlise da velocidade de crescimento
demonstra um aumento significativo da sua concentragdio no inicio da.fermentagdo. A
velocidade especifica de crescimento nas primeiras 6 horas foi de 0,45 g/L.h; entre 6 e 15
horas, foi de 0,047 g/L.h, enquanto que nas 9 horas finais, a velocidade ficou em 0,18
g/L.h

A concentragdo de aglcares diminui seu valor com o tempo, pois 0 mesmo ¢
convertido em energia para o aumento da biomassa. A queda dos valores da concentragdo
de agticar nfo é constante, pois em cada fase do processo ocorre a degradagéio de tipos

diferentes de agucar presentes no mosto.
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Figura 5.2 - Concentragcio de Agucares Redutores e de Biomassa na fermentagio em

biorreator airlift durante 24 horas.

Os ensaios de pré-fermentagio em reator airlifi foram acompanhados através de
andlises em sua fase anaerébia (segunda fase de fermentagfo), para verificar sua evolugéo
fermentativa e também dos pardmetros de controle de qualidade. Através da andlise dos
dados da Tabela 5.4, percebe-se que apos 8 dias do inicio da fermentagdo (fase anaerdbia),
a quantidade de biomassa é menor que os valores encontrados durante a fermentagfio
aerdbia, mas a quantidade de agticares degradados aumentou, produzindo uma quantidade

de alcool maior durante esta fase.
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As amostras que foram fermentadas no biorreator apresentaram uma evolugio
superior em relagdo a amostra fermentada pelo método tradicional, tanto na concentragfio
de biomassa como na concentragdo de agucares desdobrados. Estes resultados indicam que
a pré-fermentagdo do mosto no biorreator airlift produz uma evolugfio fermentativa mais

regular e mais eficiente do que a obtida pelo método tradicional.

Tabela 5.4 — Dados obtidos da analise do produto apds 8 dias do inicio da fermentagéo

utilizando o método tradicional e o biorreator airlift.

Amostra Biomassa Aclcares residuais
Testemunha 2,20 g/L 15,0 g/lL

Airlift 9 h 4,35 g/L 9.5 g/L
Airlift 24 h 4,50 g/L 50¢g/L

A Tabela 5.5 apresenta os valores das analises realizadas no produto da
fermentagdo do mosto pelo método tradicional e pelo biorreator airlift apés 30 dias do
inicio da pré-fermentagdo. Examinando os valores da concentragdo de agucares redutores
nas amostras, observa-se que o produto obtido pela fermentagio no reator airlift alcangou
teores inferiores a 2 g/L, o que indica que o produto ja pode ser considerado como um
vinho seco. Os valores residuais - 1,4 e 1,5 g/L, indicam a presenga de agucares ndo
fermentesciveis, como por exemplo arabinose e frutose. J4 o valor obtido na analise da

amostra testemunha, indica que a mesma continuava sua fermentagfo.

Tabela 5.5 — Resultado da andlise do produto obtido pelo método tradicional e no

biorreator airlift realizada 30 dias apds o inicio da pré-fermentac3o.

Amostra Testemunha Airlift (9 h) Airlift (24 h)
Densidade (20 °C) 0,9926 0,9940 0,9948
Acgucares (g/L) 5,2 1,4 1,5
Alcool (°GL) 11,1 10,9 10,9
Acidez Total (meq/L) 9,6 11,8 13,8
Acidez Volatil (meqg/L) 1,1 1,5 1,7
Extrato Seco (g/L) 16,400 18,800 20,400
Rk e B s
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As anilises realizadas no produto final estdo apresentadas nas Tabelas 5.6 e 5.7.
Analisando os dados, verifica-se que a amostra utilizada como testemunha permaneceu
com uma concentra¢io de agucares residuais mais elevada (2,10 g/L) em relagfio aos
produtos obtidos no biorreator airlift (1,4 e 1,5 g/L), porém seu rendimento em alcool foi
melhor, chegando a um teor de 11,3 °GL em comparag¢do a um teor alcodlico de 10,9 °GL
para as amostras do airlifi. Quanto ao valor para a acidez total, no método tradicional
obteve-se 9,4 meq/L, enquanto que foi de 11,5 meq/L para a amostra que permaneceu por 9

h e 13,2 meg/L para a amostra que permaneceu durante 24 horas no biorreator.

Tabela 5.6 — Resultado da andlise do produto realizada 80 dias apos o inicio da pré-

fermentac#o.

Amostra Testemunha Airlift (9 h) Airlift (24 h)
Densidade (20 °C) 0,9923 0,9936 0,9940
Acucares (g/L) 2,10 1,40 1,50
Alcool (°GL) 11,3 10,9 10,9
Acidez Total (meg/L) 9,4 11,5 13,2

Acidez Volatil (meq/L) 1,2 1,5 1,7
Extrato Seco (g/L) 16,200 17,800 18,800
Relagiio Alcool /Extr. '
Seco Reduzido 3,38 4,90 4,64

Tabela 5.7 — Resultado da analise do produto realizada 140 dias apés o inicio da pré-
fermentagio pelo Laboratdrio da Epagri - Videira/SC.

Ameostra Testemunha Airlift (9 h) Airlift 24 h)
Densidade (20 °C) 0,9923 0,9937 0,9940
Acgucares (g/L) 2,10 1,40 1,46
Alcool (°GL) 11,3 10,9 10,9

SO, Livre (mg/L) 35,2 28,8 12,8
SO, Total (mg/L) 99,2 128,0 112,0

Acidez Total (meq/L) 9,4 11,6 13,6

Acidez Volatil (meg/L) 1,3 1,6 1,8
Extrato Seco (g/L) 14,850 16,950 18,550
Cinzas (g/L) 1,408 1,552 1,592
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Os valores obtidos para a acidez volatil, representada pela quantidade de acido
acético presente na amostra, indicam que a maior aeragdo ocorrida no biorreator airlift
diminuiu a quantidade de anidrido suifuroso dissolvido na amostra. Esta diminui¢do da
concentragio de SO, possibilitou um maior desenvolvimento das bactérias acéticas, o que
provocou o aumento do valor da acidez volatil em relagiio & amostra fermentada pelo

meétodo tradicional.

5.1.2 - Testes Realizados no Ano 2001

A cohstatagﬁo do aumento da acidez volatil no biorreator airlift determinou a
repeti¢do de parte das andlises para a safra do ano 2001. Foram realizados ensaios pelo
- método tradicional e utilizando o biorreator, sendo analisados os tempos de permanéncia
de 6 e 8 horas. Na Tabela 5.8 estfio apresentados os dados relativos a evolugiio do
crescimento da biomassa, que apresentou curva crescente e continua até o final do teste no

biorreator. As amostras foram retiradas de hora em hora.

Tabela 5.8 — Concentragdo de Biomassa no biorreator Airlift apds oito horas de cultivo.

0 10 0,0340 1.70
! 11 0,0359 | 1.80
2 12 0,0388 1.94
3 13 0,0424 212
4 14 0,0620 3.10
> 15 0,0648 324
6 16 0,0660 3.30
7 17 0,0718 " 359
8 18 0,0726 3.63

Para obter a concentracio de agucares redutores, amostras foram retiradas a cada
hora de permanéncia do mosto em fermentagfo no biorreator, diluidas 500 vezes (1:500) e
realizadas leituras de Absorbancia a 540 nm. As leituras foram feitas em triplicata, tirando-
se uma meédia, que aplicada a curva de calibragio (Anexo 2) forneceu o valor da
concentracfio de aguicares para a amostra com 8 h de permanéncia no airlift, apresentados

na Tabela 5.9.
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Tabela 5.9 - Leituras de Absorbéncia a 540 nm na Fermenta¢io do Mosto em Reator

Airlift com tempo de permanéncia de 8 horas.

Tempo (h) Amostra Diluicdo Absorbancia Acucares (g/L)
0 10 1:500 0,203 136,793
1 11 : 1:500 0,195 132,087
2 12 1:500 0,184 126,064
3 13 1:500 0,182 124,558
4 14 1:500 0,175 120,981
5 15 1:500 0,172 119,099
6 16 1:500 0,168 116,840
7 17 1:500 0,159 111,569
8 18 1:500 0,154 108,934

Na Figura 5.3 pode-se verificar o crescimento da biomassa (Tabela 58) e a

concentragfo de aglcares redutores (Tabela 5.9).

140

L
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115 A

Concentracio de Acucares (g/L)
Concentragio de Biomassa (g/L) 4

105 -
100 T —— T T T 1,0
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (h)

Figura 5.3 - Concentragio de Agutcares Redutores e de Biomassa na fermentagio em

biorreator airlift durante 8 horas de cultura.
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Outro teste foi feito com permanéncia de 6 h no biorreator, com leituras a cada hora

e os resultados aparecem na Tabela 5.10, acompanhada pela Figura 5.4.

Tabela 5.10 — Fermentag#o no Biorreator Airlift com permanéncia de 6 h.

Concentracio de

Tempo (h) Amostra Massa Seca (g) Biomassa (g/l)
0 19 0,0203 1,015
1 20 0,0401 2,005
5 22 0,0431 2,155
3 23 0,0444 2,220
4 24 0,0451 2,255
s 25 0,0467 2,335
6 2 0,0591 2,955

Para obter a concentragdo de agucares redutores para o ensaio de fermentacio em

biorreator durante 6 horas, amostras foram retiradas a cada hora de permanéncia do mosto,

diluidas 500 vezes (1:500) e realizadas leituras de Absorbancia a 540 nm. As leituras foram

feitas em triplicata, tirando-se uma média, que aplicada a curva de calibragio (Anexo 2)

forneceu o valor da concentragdo de agucares, apresentadas na Tabela 5.11.

Tabela 5.11 — Leituras de Absorbancia a 540 nm na Fermenta¢io do Mosto em Reator

Airlift com tempo de permanéncia de 6 horas.

Tempo (h) Amostra Dilui¢io Absorbancia Agicares (g/L)
0 19 1:500 0,183 125,499
1 20 1:500 0,175 120,793
2 22 1:500 0,173 119,663
3 23 1:500 0,164 114,393
4 24 1:500 0,155 109,499
5 25 1:500 0,148 105,357
6 26 1:500 0,130 95,569
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Na Figura 5.4 pode-se verificar o crescimento da biomassa (Tabela 5.10) e a

concentragdo de aguicares redutores (Tabela 5.11)

Concentracio de Agicares
Concentracio de Biomassa
(g/L)

Tempo (h)

Figura 5.4 — Concentragdo de Acuicares Redutores e de Biomassa na fermentagio em

biorreator airlift durante 6 horas de cultura.

5.2 - DADOS ANALITICOS DOS VINHOS 2001

Com 20 dias de fermentagio anaerdbia, os vinhos, que passaram pelo biorreator,
desdobraram quase que totalmente seus agticares, permanecendo pequena quantidade de
agucares residuais, 0 que € muito normal em vinhos, enquanto que as amostras testemunhas
continuaram sua fermentagfo por mais 10 dias.

Com o término da fermentagéo, tanto as amostras fermentadas no biorreator airlift
como as amostras testemunhas, foram trasfegadas para garrafas, recebendo a adi¢fo de 0,1
g/L de anidrido sulfuroso (SO), com o objetivo de manter o teor elevado de anidrido
sulfuroso livre e assim impedir o desenvolvimento de bactérias e fungos.

Na Tabela 5.12, apresentamos os codigos para a identificacio das amostras
analisadas nas Tabelas 5.13 e 5.14
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Tabela 5.12 — Codigos para identificacfio das amostras analisadas nas Tabelas 5.13 e 5.14.

Amostra Descricio
1A Mosto fermentado em airlift durante 6 h
1B Testemunha do mosto fermentado em airlift durante 6 h
2A Mosto fermentado em airlift durante 6 h
2B Testemunha do mosto fermentado em airlift durante 6 h
3A Mosto fermentado em airlift durante 8 h
3B Testemunha do mosto fermentado em airlift durante 8 h
4 A Mosto fermentado em airlift durante 6 h
4B Testemunha do mosto fermentado em airlift durante 6 h

A Tabela 5.13 apresenta os resultados das andlises dos vinhos fermentados pelo
método tradicional e pelo biorreator airlift realizados em laboratorio particular ap6s 30 dias

do término da fermentagdo.

Tabela 5.13 — Dados analiticos do vinho fermentado obtidos em laboratoério particular.

Amostra 1A 1B 2A 2B 3A 3B 4A 4B
Densidade (g/cm®) | 0,9910 | 0,9920 | 0,9922 | 0,9930 | 0,9916 | 0,9930 | 0,9912 | 0,9922
Agucares (g/1) 0,87 2,34 0,64 3,54 0,58 3,42 0,68 2,34
Alcool (°GL) 10,1 10,0 10,3 10,1 10,6 10,2 10,9 10,5
SO, Livre 1442 | 1485 | 126,2 | 128,6 | 148,4 | 138,3 | 128,6 | 122,8

Acidez Total (meq/l)| 7,4 7.8 8.4 7.8 8.8 8.6 9,0 8.8

Acidez Vol. (meg/l) 1,3 1.2 1.3 1,1 1,3 1,0 1,0 1,0

Extrato Seco (g/1) 12.700 1 12.800 | 13.800 | 13.000 | 15.200 | 13.200 | 16.400 | 14.400

Relagdo Alcool /

Extr. Seco Reduzido | &3¢ | &2 | 597 | 622 | 558 | 618 | 532 | 583

2

A Tabela 5.14 apresenta os resultados das andlises dos vinhos fermentados pelo
meétodo tradicional e pelo biorreator airlift realizados no laboratério da EPAGRI (Empresa
de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina SA), na cidade de

Videira/SC, apés 45 dias do término da fermentagéo.
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Tabela 5.14 — Dados analiticos do vinho fermentado obtidos pelo Laboratorio da EPAGRI

— Videira/SC.

Ameostra 1A 1B 2A 2B 3A 3B 4A 4B
Densidade (g/cm3) 0,9910 0,9910 | 0,9918 | 0,9920 | 0,9910 | 0,9916 | 0,9912 | 0,9916
Agucares (g/) <1,0 | <1,0 | <1,0 | <1,0 | <1,0 | <1,0 | <1,0 | <1,0
Alcool (°GL) 101 | 10,1 | 103 | 103 | 10,6 | 10,3 | 10,9 | 10,6
SO, Livre 236,0 | 2456 | 2344 | 240,2 | 207,6 | 239,2 | 201,2 | 192,0

Acidez Total (meg/l)|{ 7,6 8.0 8.3 8.1 9,1 8,8 9,0 8.8

Acidez Vol. (meq/l) 1,3 1,0 1,3 1,1 1,3 1,1 1,0 1,0

Extrato Seco (g/1) 12.720 | 12.720 | 13.100 | 13.500 | 16.060 | 16.510 | 17.350 | 17.660

Cinzas (g/1) 1,312 | 1,264 | 2,126 | 2,068 | 1,956 | 2,066 | 2,368 | 2,456

Relagio Alcool /

Extr. Soco Roduzida | 635 | 635 | 629 | 610 | 528 | 499 | 503 | 480
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6 - CONCLUSOES E SUGESTOES

Os objetivos do experimento com a utilizagio do biorreator ndo convencional do
tipo airlift de circulagio externa para a pré-fermentagio do mosto de uvas brancas, pré-
clarificado, foram satisfatoriamente atingidds, uma vez que com um periodo de6ha9hde
permanéncia do mosto no biorreator, verifica-se uma diferenca significativa na quantidade
de biomassa em todos os testes. Analisando o Grafico 5.1, percebe-se que o crescimento da
biomassa ¢ maior através da utilizagdo do biorreator airliff, pois 0 mesmo apresenta um
valor de 3,46 g/L contra 2,84 g/L para o método tradicional nas primeiras 9 horas de
fermentagdo do mosto. Este aumento da quantidade de biomassa no biorreator airlift,
melhora a segunda etapa da fermenta¢fio alcoolica, a etapa anaerdbia, implicando em um
desdobramento melhor e mais constante dos agdcares.

O maior desenvolvimento da biomassa no reator airlift possibilitou um
desdobramento mais rapido dos agucares redutores, reduzindo o tempo total da
fermentagdo em aproximadamente 10 dias quando comparada as amostras testemunhas,
fermentadas pelo método convencional. _

Pelas andlises do vinho, produto final, foram constatadas quantidades de agucares
residuais menores nas amostras que passaram pelo biorreator. Quanto ao teor alcodlico
final, verificou-se que as amostras ficaram iguais a 10,1 °GL para as amostras 1A (airlifi
6h) e 1B (testemunha); 10,3 °GL para as amostras 2A (airlift 6h) e 2B (testemunha),
10,6 °GL para a amostra 3A (airlift 8h); 10,3 °GL para a amostra 3B (testemunha);
10,9 °GL para a amostra 4A _(airlift 6h) e 10,6 °Gl para a amostra 4B (testemunha),
portanto nas amostras 3 e¢ 4, o teor alcodlico obtido no airlift foi 0,3 °Gl superior ao
processo convencional (testemunha). Estes resultados demonstram que ndo houve
diferengas significativas entre as amostras analisadas em relagdo ao teor alcodlico dos
vinhos.

Na industria vinicola, o periodo de fermentagdo para um vinho era de até 60 dias a
alguns anos atrds. Atualmente, com o uso de fermentos selecionados e cuidados mais
adequados, este tempo foi reduzido para 30 a 40 dias. No experimento, com a pré-
fermentagdo no biorreator airlift com circulagdo externa, o tempo para o total

desdobramento dos agucares foi de exatamente 20 dias nos 4 experimentos conduzidos
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desta maneira, conforme dados obtidos pela andlise dos vinhos. As amostras do método
convencional continuaram sua fermentag@o por mais 10 dias. |

Através dos dados obtidos nos experimentos, conclui-se que o biorreator airlift
atende as necessidades fisiologicas das leveduras, aumentando sua velocidade de
crescimento e mantendo sua atividade posterior a um bom nivel fermentativo até o final do
processo, provocando o desdobramento dos agticares em um tempo menor em relagdo ao
método de fermentagdo convencional. Assim, biorreatores do tipo airlift de circulagdo
externa podem ser utilizados na industria vinicola para o preparo do fermento (“pé-de-
cuba™), para posterior incubagdo dos mostos de vinho branco e tinto nas fermentagdes
mantidas em recipientes fechados, e nos demais tipos de fermentag@o que se quer iniciar
com colénias de fermentos ja desenvolvidas e em plena atividade.

Como sugestdes para novos experimentos, propomos:

e Pré-fermentagdo com maceragdo submersa para vinho tinto;

¢ Fermentagfo acética do vinho para obtengdo de vinagre;

e Desenvolvimento de leveduras com diferentes dosagens de Anidrido Sulfuroso;

e Otimizagdo do tempo de permanéncia no biorreator airlift para o maior
desenvolvimento das leveduras;

¢ Estudo da influéncia da vazio de ar no crescimento das leveduras.
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Anexos

ANEXO 1
PADROES DE IDENTIFICACAO E QUALIDADE PARA O VINHO

PORTARIA N° 410, de 27 de setembro de 1974.

1. Objeto

Os presentes padrdes tém por objeto estabelecer as normas de identidade e qualidade as

quais devera obedecer o vinho.

PADROES DE IDENTIDADE

2. Descricao

2.1 - Definicao

Vinho ¢ a bebida obtida da fermentagio alcodlica do mosto da uva fresca, si e madura.

2.2 - Classes de Vinho

e Vinho de mesa seco ou doce

e Vinho espumante natural ou champanha
e Vinho espumante gaseificado

e Vinho licoroso

e Vinho composto

3. Vinho de mesa

3.1 - Designacio

Vinho de mesa seco ¢ a bebida que contém no maximo 3 g/l de matérias redutoras,
calculadas em glicose, e graduacgio alcodlica compreendida entre 10° e 13° GL a 20 °C.
Sera também considerado vinho de mesa a bebida que apresentar sabor levemente

ou fracamente adocicado, com teor de agtcar de 3 g/l, calculado em glicose.
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PADROES DE QUALIDADE
4. Ingredientes

4.1 - Ingredientes basicos

Uvas frescas, sids, maduras e isentas de terra, sujeiras e parasitas.

4.2 - Ingredientes opcionais

Sacarose (acucar refinado ou cristal) que podera ser substituida total ou

parcialmente por um ou mais dos seguintes agcares: agucar invertido, frutose e glicose.

4.3 - Composicio

O vinho de mesa devera obedecer aos limites a seguir fixados:

Maiaximo Minimo

Alcool etilico em graus GL a 20 °C 13,00 10,00
Acidez total em meq/! 130,00 55,00
Acidez volatil (corrigida) em meq/] 20,00 --
Sulfatos totais em g/l de Sulfato de Potéssio 1,00 -
Anidrido Sulfuroso total em g/l ‘ 0,250 --
Cloretos totais em g/l de Cloreto de Sodio / 0,500 -
Cinzas em g/l -- 1,500
Relacio Alcool em peso — extrato seco reduzido

Para vinhos tintos comuns 4,7 -

Para vinhos tiqtos finos de vitiviniferas 48 B

engarrafados na origem ’

Para vinhos rosados 6,0 -

Para vinhos brancos » 6,5 --
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5. Critérios de qualidade

Os vinhos ndo poderdo apresentar alteragdes nas suas caracteristicas organolépticas
normais, salvo as suas alteragdes biologicas naturais.

_ Serdo interditados os vinhos atacados por enoxidases, fermentos, bactérias e outros
agentes que provocam moléstias, turvagdes e transformagdes nas suas propriedades
biologicas, tais como: azedume e outras doengas.

O vinho e o mosto ndo poderdo apresentar substincias ou produtos estranhos aos
seus constituintes naturais, salvo os previstos nestes padrdes.

Os vinhos n3o poderdo ser obtidos por uma segunda fermentagéo de bagago.

Vinhos finos s3o os vinhos provenientes de vitiviniferas que sofreram processo de
amadurecimento (envelhecimento) e que apresentam um completo € harménico conjunto
de qualidades organolépticas proprias.

Vinhos especiais sdo os vinhos que apresentando condigdes organolépticas
semelhantes aos vinhos finos, demonstram caracteristicas de cortes com vinhos de
hibridos.

Vinhos de consumo corrente sdo os vinhos entregues ao consumo, ano a ano, pouco

depois de terminado a sua elaboragéo.

6. Praticas enolégicas licitas
6.1 - Para melhorar os constituintes naturais do mosto e do vinho

e Adicio de Acidos: Tartarico, Metatartarico, Citrico, Ascorbico e seus sais, Sorbico
e seus sais, Latico, Anidrido Carb6nico, Anidrido Sulfuroso e seus sais, Tartarato
de Potassio, Carbonato de Calcio.

e Tratamento pelo frio e calor.

e Emprego de leveduras, carvdo ativo, goma arabica, enzimas e resinas
intercambiadoras de ions. '

e Emprego do Nitrogénio (N) na conservagéo dos vinhos.

e Emprego do mosto concentrado ou sacarose na elaboragdo dos vinhos suaves.

e Misturar dois ou mais vinhos provenientes de qualquer colheita.
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e Emprego de clarificantes inertes (colas) que nfio transmitam ao vinho sabores ou
aromas estranhos e nio deixem residuos toxicos e ndo sirvam como veiculos de
enfermidades.

e Emprego de Ferrocianeto de Potassio (colagem azul), desde que o estabelecimento
possua técnico habilitado e autorizado, e se faga registrar no Ministério da
Agricultura; mantenha em dia documentos (notas fiscais etc.), estatistica; atenda as
exigéncias de que toda empresa que tratar os vinhos brancos, rosados ou tintos pelo
Ferrocianeto de Potassio, deve ter & disposi¢do do servigo de fiscalizagdo dois
registros: um indicando as quantidades de Ferrocianeto de Potassio recebidas e
empregadas. e de outro, indicando o nome do técnico, enumerado para cada
tratamento, endereco, autorizagdo de permussdo fornecida pelo o6rglo fiscal,
identificagdio de cada vasilhame tratado, a quantidade de ferrocianeto de potéssio
empregado por vasilhame, data do tratamento e da filtragdo, data da ordem de

servigo do orgdo fiscal autorizando a livre disposigdo do vinho.

6.2 - Para os mostos em fermenta¢io somente na zona de producio.

e Concentragdo.

e Adicgio de mosto concentrado ou sacarose.

e Emprego de enzimas ¢ resinas intercambiadoras de ions.

e Corregdo com Alcool Vinico e nos casos previstos, corregdo com Alcool Etilico
potavel.

e Adigdo de Acidos Tartarico, Citrico, Latico e Sérbico.

e Emprego de Fosfato e Carbonato de Amoénio, Carbonato de Calcio. Anidrido
Sulfuroso e seus sais, Acido Sérbico e Sorbato de Potassio.

e Tratamento pelo frio ou pelo calor.

e Uso de leveduras.

e Emprego de clarificantes inertes (colas), que nfo transmitam ao mosto, sabores e
aromas estranhos que ndo deixem residuos toxicos e que no sirvam como veiculo
de enfermidade.

e Cortes com vinhos em casos previstos.

e Uso de carvdo ativo.
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6.3 - Para estabelecimentos engarrafadores e estandardizadores

¢ Filtragio.

¢ Colagem, excluindo-se azul.

¢ Pasteurizagio.

¢ Emprego de anidrido sulfuroso, acido sérbico e seus sais.

e Os estabelecimentos estandardizadores poderdo efetuar cortes de vinhos de
procedéncias diversas.

e Os estabelecimentos engarrafadores. pertencentes ao produtor, poderdo efetuar a
suavizagdo ou adogamento dos vinhos, mediante a adi¢do do mosto concentrado ou

sacarose.
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ANEXO II
CURVA DE CALIBRACAO DE ACUCARES REDUTORES

Para a medida dos agtcares redutores foi construida uma curva de calibragdo,
partindo-se de uma amostra padro, com os dados obtidos por absorbéncia, que aparecem

na Tabela 1 e a curva tragada na Figura 1

Tabela 1 — Leitura de Absorbancia em amostras padriio para a obtengfio da curva de

calibragio e valor da concentragio padrio de agticares redutores.

Amostra Concentracioe de Glicose Absorbancia
(g/L)
1 0,3 0,093
2 0,8 0,299
3 1,0 - 0,412
4 1,5 0,664
5 1,8 0,729
0,8
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Figura 1 — Curva de Calibragfo para a analise de agucares redutores.
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