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processo convencional de produ-

¢do de cerveja possui uma histéria

extremamente longa e pode ser re-

conhecido como um exemplo tipi-
co de biotecnologia tradicional. Porém, como
as cervejarias modernas precisam ser cada vez
mais eficientes para sobreviver em um mundo
competitivo e globalizado, existe atualmente
um grande interesse em desenvolver proces-
sos inovadores que possam ser realizados com
um menor custo, sem afetar a qualidade do
produto final.

Nesse contexto, a Microcervejaria do De-
partamento de Biotecnologia da Faculdade de
Engenharia Quimica de Lorena (Figura 1), vem
desde 1997 estabelecendo linhas de pesquisa
baseadas no estudo de novas tecnologias para
a producio de cervejas e aproveitamento dos
subprodutos das cervejarias e malterias.

Os projetos de pesquisa contam com o0s
apoios das agéncias de fomento FAPESP, CA-
PES e CNPq; e com colaboracdes das empre-
sas Malteria do Vale, Corn Products Brasil, Wal-
lerstein Industrial e Comercial e JohnsonDiver-
sey. A partir do ano 2003 foi incorporada as
atividades da Microcervejaria uma linha de pes-
quisa que trata sobre a possibilidade de apro-
veitar o principal subproduto das cervejarias
(o bagaco de malte) como suporte natural de
leveduras durante a elaboracgio de cervejas pelo
processo continuo.

A producio de cerveja pelo processo con-
tinuo utilizando leveduras imobilizadas repre-
senta uma das inovagoes tecnologicas mais pro-
missoras para a industria cervejeira, pois além
de reduzir o tempo e o custo de producio,
requer baixos investimentos quando compara-
da com a fermentac¢io descontinua tradicional
(Branyik et al., 2001). No entanto, para que
essa tecnologia possa ser implementada em
escala industrial, algumas limitacdes tais como:
problemas relacionados com o sabor da cerve-
ja, limitacoes difusionais a transferéncia de
massa, alteracoes na fisiologia e metabolismo
das células imobilizadas, e custo do suporte de
imobilizacao, necessitam ainda ser superadas
(Pilkington et al., 1998).

O custo do suporte de imobilizacao das le-
veduras é o fator de maior limitacio econdmi-
ca para a implantacio do processo continuo
em escala industrial (Linko et al., 1998). Al-
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guns exemplos de suportes que tém
sido utilizados para a imobilizacio de
diferentes espécies de Saccharomyces
incluem: terra de diatomacea, rochas
vulcinicas, aco inoxidavel, vidro po-
roso, DEAE-celulose, cubos de poliu-
retano, silica porosa, cavacos de ma-
deira e matrizes de células de plantas
(Masschelein, Ryder & Simon, 1994).
No entanto, a utilizacao de suportes
de baixos custos baseados em subpro-
dutos industriais constitui uma alterna-
tiva interessante para imobilizacao, de-
vendo ser também avaliada.

O bagaco de malte (Figura 2) re-
presenta cerca de 85% do total de sub-
produtos gerados em uma cervejaria,
sendo que para cada 100 L de cerveja
produzida, sio obtidos aproximada-
mente 20 kg de bagaco (Reinold,
1997). Somente no ano de 2002, as
cervejarias brasileiras geraram cerca de
1,7 milhoes de toneladas de bagaco de
malte, e seu principal uso, ainda atual-
mente, é como racao animal (Mussat-

Figura 1. Microcervejaria da
Faculdade de Engenbaria
Quimica de Lorena (FAENQUIL)



Figura 2. Bagaco de malte gerado nas cervejarias

to, Dragone & Roberto, 2006) devido ao
elevado teor de proteinas e fibras pre-
sentes em sua composicao (cerca de 20%
e 70%, respectivamente) (Herniandez et
al.,, 1999). Recentemente, o bagaco de
malte tem sido considerado um material
de grande potencial para uso como su-
porte de imobiliza¢ao de leveduras quan-
do comparado com outros materiais ja
utilizados como suporte na fermentacao
continua de cerveja. Isto porque além de
ser barato, o bagaco de malte apresenta
grau alimenticio, ¢ estivel e permite ser
regenerado, esterilizado e preparado de
maneira simples (Branyik et al., 2002).

Além da escolha do tipo de suporte,
a selecao de um determinado tipo ou
configuragiao de reator é também outro
pardmetro de grande importincia na im-
plantacao do sistema continuo de fermen-
tacio com células imobilizadas (Tata et
al., 1999). Nesse sentido, os reatores air-
lift de tubos concéntricos constituem um
dos modelos mais promissores, pois per-
mitem uma mistura adequada do meio
melhorando a transferéncia de massa e
calor, apresentam uma constru¢io sim-
ples e requerem um baixo consumo de
energia (Pilkington et al., 1998).

O presente trabalho trata sobre o
desempenho da fermentacio de cerveja
pelo processo continuo, com leveduras
imobilizadas em bagaco de malte, em um
reator airlift com circulacdo interna.

METODOLOGIA
Preparo do mosto cervejeiro

O mosto cervejeiro original com uma
concentracio de extrato igual a 11,3°P
utilizado durante a fermentac¢io continua,

foi preparado na Microcervejaria do
Departamento de Biotecnologia da Fa-
culdade de Engenharia Quimica de Lo-
rena (SP) segundo metodologia des-
crita por Dragone (2002). O mosto di-
luido, com concentracio de extrato
igual a 7,5°P, foi obtido diluindo o
mosto original com dgua destilada. A
unidade grau Plato (°P), comumente
utilizada nas cervejarias, € definida
como as gramas de extrato para cada
100 gramas de mosto, a 20°C.

Microrganismo e
cultivo do in6culo

A levedura cervejeira Saccha-
romyces cerevisiae tipo lager foi o mi-
crorganismo empregado nos experi-

mentos. A levedura foi cultivada em
frascos Erlenmeyer de 1000 mL con-
tendo 500 mL de meio sintético, em
condi¢oes aerdbicas, em um agitador
de movimento rotacional a 200 rpm,
30°C durante 30 h. O meio sintético
apresentava a seguinte composicao
(em g/L): KH,PO,, 5,0; (NH),SO,, 2,0;
MgSO,.7H,O, 0,4; extrato de levedura,
1,0; adjunto com alta concentra¢io de
maltose (MOR-REX 1557), 80,0. De
acordo com o fabricante, o adjunto
MOR-REX 1557 possui os agucares:
dextroses, max 12%, maltose, min 42%,
maltotriose, min 10% e dextrinas, max
28%. Meio sintético com a mesma com-
posicao foi também utilizado no inicio
do processo fermentativo.

Preparo do suporte

O bagaco de malte seco (90 g, 10%
de umidade) foi tratado com 1,5 L de
solucio de NaOH 2% (p/v), a 120 rpm,
30°C durante 24 h. Posteriormente, o
material foi lavado com dgua até pH
neutro, secado em estufa a 50°C, moi-
do e peneirado. As particulas que pas-
saram em peneira de 16 mesh (abertu-
ra de 1,0 mm) e que foram retidas em
peneira de 28 mesh (abertura de 0,6
mm), foram selecionadas para uso
como suporte de imobilizacao duran-
te a fermentacao continua.

Condicdes da
fermentacio continua

Os ensaios foram realizados em um
reator airlift cilindrico de tubos con-

Tabela 1. Parimetros fermentativos resultantes da alimentac¢io do reator
com mosto diluido e original, considerando 290 h e 362 h de

fermentacao, respectivamente.

Taxa de diluicao (h™)

Tempo de residéncia (h)

Extrato aparente (°P)

Extrato real (°P)

Grau aparente de fermentacao (%)
Grau real de fermentacio (%)
Células imobilizadas (g cel/g sup)
Células livres (g/L)

Etanol (g/L)

pH

Mosto diluido Mosto original
(7,5°P) (11,3°P)
0,04 0,04

25 25

2,4 2,6

3,3 4,2

69 77

57 64

0,31 0,37

3,05 4,74

21,1 36,5
4,08 4,15
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Figura 3. Produtividade volumétrica da fermentacdo continua com
mosto diluido e original, comparada com a fermentacao descontinua

céntricos (capacidade total: 7 L), em-
pregando um volume de trabalho de
3,7 L. A aeraciao foi efetuada com ar
filtrado (0,8 — 1,0 L/min) através de um
tubo de 1 mm de didmetro. A tempe-
ratura da fermentaciao foi mantida
constante a 15°C, colocando o reator

dentro de uma incubadora refrigera-
da.

Procedimentos analiticos

A concentracao de células imobili-
zadas no suporte foi determinada de
acordo com Branyik et al. (2002). As
células livres em suspensao (nao imo-
bilizadas) foram determinadas por peso
seco a 105°C. As concentracoes de ex-
trato aparente e real no mosto (°P) e
de etanol (% v/v) foram medidas em
um equipamento especifico para ana-
lise de cervejas (Beer Analyser 2, AN-
TON-PAAR, Austria).

Parametros fermentativos

Para avaliar o desempenho da fer-
mentacio com os mostos diluido e ori-
ginal, foram considerados os seguin-
tes parametros:

a) Taxa de diluicao (D) = F/V, onde F
¢ a vazao volumétrica de alimentacio
do meio (L/h) e V o volume de meio
no reator (L).

b) Tempo de residéncia (t) = 1/D.

©) Extrato aparente (Ea) € a concentra-
¢ao de extrato no meio sem correcao
pelo etanol.

d) Extrato real (Er) é a concentracao
de extrato no meio com correc¢ao pelo
etanol.

e) Grau aparente de fermentacao = (Eo
—Ea)/ Eo, onde Eo é o extrato do mos-
to de alimentacio e Ea € o extrato apa-
rente na saida do reator.

Com celula (362 h)
Mag= 1.00KX

f) Grau real de fermentacio = (Eo —
Er)/ Eo, onde Eo é o extrato do mosto
de alimentacio e Er é o extrato real na
saida do reator.

RESULTADOS E CONCLUSOES

No inicio do processo utilizou-se
meio sintético como meio de fermen-
tacao, pois a velocidade de ligacao das
leveduras no bagaco de malte é maior
durante a alimenta¢io continua com
meio sintético do que durante a ali-
mentacao continua de mosto (Branyik
et al., 2002). Esse fendmeno pode ser
explicado pela alta competicao entre
as células e as proteinas do mosto,
pelos sitios de adesao na superficie do
suporte. As proteinas adsorvidas for-
mam uma camada hidrofilica nos siti-
os de interacdo das células, atenuando
a adesio das leveduras. O comeco do
processo fermentativo foi entdo con-
duzido em forma descontinua, empre-
gando meio sintético, visando atingir
o crescimento exponencial das célu-
las. Ap6s 26 h, o reator foi alimentado
com meio sintético utilizando uma taxa
de diluicao igual a 0,2 h'.

Ap6s 74 h de fermentacio, o rea-
tor foi alimentado continuamente com
mosto cervejeiro diluido (7,5°P). A con-
centracao miaxima de células imobili-
zadas (0,31 g cel/g sup) foi obtida com

e

Signal A = QBSD
EHT = 15.00 kW

WD= 16 mm
LME-DEMAR-FAENQUIL

Figura 4. Fotomicrografia (MEV) de particula de bagaco de malte

com X
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290 h de fermentacio utilizando uma taxa
de diluicao de 0,04 h'. Ap6s esse tempo,
o mosto diluido foi substituido pelo mos-
to com uma concentracio de extrato de
11,3°P, mantendo-se a taxa de diluicao
em 0,04 h'. Nessas novas condicdes, a
concentracao de leveduras imobilizadas
atingiu um maximo de 0,37 g cel/ g sup,
apos 362 h de fermentacio.

Na Tabela 1 encontram-se os resul-
tados obtidos para as duas condicoes de
alimentacio do reator, com o mosto di-
luido e o mosto original, considerando
os tempos de fermentacao de 290 h e
362 h, respectivamente. Observa-se que
o maior grau aparente e real de fermen-
tacao ocorreu com o mosto original pro-
vavelmente devido a maior concentraciao
de células totais (células livres + células
imobilizadas) presente no meio. De acor-
do com Branyik et al. (2004), o grau de
atenuacio do mosto durante a fermenta-
¢io continua de cerveja com leveduras
imobilizadas, € controlado pela concen-
tracdo total de células no reator e pela
sua atividade metabdlica. Entretanto, o
maior consumo de extrato quando o
mosto de 11,3°P foi utilizado, resultou
em uma cerveja com maior concentra-
cao de etanol.

Um indicador util do desempenho da
fermentac¢ao, que pode ser utilizado para
comparar diferentes sistemas e configu-
racoes de reatores, é a produtividade
volumétrica, a qual é expressa como a
taxa de consumo de carboidratos por uni-
dade de volume do reator (Tata et al.,
1999).

Como pode ser observado na Figura
3, a produtividade volumétrica para o
mosto diluido foi de 2,0 g/L.h, enquanto
que utilizando o mosto original este va-
lor foi aumentado em 1,75 vezes, atin-
gindo 3,5 g/L.h. No entanto, ambos va-
lores obtidos para o sistema continuo
com leveduras imobilizadas no bagaco
de malte, foram significativamente mai-
ores do que a média de produtividade
(aproximadamente 0,8 g/L.h) calculada
para uma fermentacio descontinua tra-
dicional, quando se considera uma ate-
nuaciao de mosto de 14°P para 4°P em 5
dias.

Anilises realizadas em microscopio
eletrénico de varredura (MEV), mostra-
ram que as leveduras cervejeiras foram
retidas dentro de zonas de protecao,
como fissuras, poros e fibras entrelaca-
das, na superficie das particulas do ba-
gaco de malte (Figura 4). A aspereza do
suporte protegeu as células contra as for-
cas de friccao exercidas pelas correntes

de liquido.

Leveduras cervejeiras imobilizadas
também foram encontradas em zonas
abertas e planas das particulas de ba-
gaco, onde nao recebem resguardo
contra o fluxo de liquido como nas
zonas de protecio. Segundo Mozes et
al. (1987), a adesiao de microorganis-
mos em superficies sélidas ocorre atra-
vés de interacdes eletrostaticas e nio-
eletrostaticas. Em diferentes regides do
bagaco foram observadas camadas
multiplas de leveduras, formadas pela
interacao entre células ja aderidas ou
adsorvidas ao suporte, com outras cé-
lulas que se encontravam livres. De
acordo com Brinyik et al. (2004), esse
tipo de atracao entre células pode ser
considerado como uma forma de flo-
culacao.

Este trabalho demonstrou que a fer-
mentacao continua de cerveja com le-
veduras imobilizadas em bagaco de
malte pode ser realizada com sucesso
em um reator airlift de circulacao in-
terna. O consumo de extrato foi pro-
porcional a concentracao de células
totais (células imobilizadas + células
livres) no reator. As produtividades
volumétricas (expressadas como a taxa
de consumo de carboidratos por uni-
dade de volume do reator) para o sis-
tema continuo com leveduras imobili-
zadas no bagaco de malte, foram sig-
nificativamente maiores do que a pro-
dutividade calculada para uma fermen-
tacao descontinua tradicional.
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