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RESUMO: Neste trabalho estudou-se a produtividade de etanol no processo de fermentacéo alcodlica operando em reator
batelada alimentada, analisando as influéncias da temperatura, da concentracéo celular do in6culo e da concentragdo do
substrato, pela levedura Saccharomyces cerevisiae Y904. Os ensaios foram realizados em reator de bancada utilizando
meio sintético & base de sacarose e extrato de levedura. As concentragdes de aclcares e etanol foram determinadas por
cromatografia liquida (CLAE), e as concentracBes de células foram determinadas pelo método espectrofotométrico. A
andlise estatistica foi realizada no Software Statistica 7.0 e determinaram-se as faixas que maximizaram as variaveis
estudadas no planejamento composto central. A condigdo otimizada pelo PCC que maximizou a resposta produtividade,
foi a de temperatura 26°C, concentracdo de ART (AgUcar Redutor Total) 240 g/L e concentracdo de indculo 35 g/L. Nestas
condicBes a produtividade alcancada foi de 6,0 g/L.h em 10 horas de fermentac&o.
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STUDY OF FACTORS THAT AFFECTING PRODUCTIVITY ON
ALCOHOLIC FERMENTATION IN FEED BATCH

ABSTRACT: In this work was studied the ethanol productivity in the fermentation process operating in reactor feed batch
analyzing the influences of temperature, cellular concentration of the inoculum and the substrate concentration, the yeast
Saccharomyces cerevisiae Y904. Assays were carried out in the reactor using synthetic medium with sucrose and yeast
extract. The concentrations of sugars and ethanol were determined by liquid chromatography (HPLC), and cellular
concentrations were determined by spectrophotometric method. Statistical analysis was performed using Statistica 7.0
software and determined ranges that maximized the variables studied in the central composite design. The optimized
conditions which maximized the CCD response yield were temperature, 26 ° C, concentration (RST - Reducing Sugar
Total) 240 g/L and inoculum concentration 35 g/L. Under these conditions the yield achieved was 6.0 g /l.h in 10 hours
fermentation.
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INTRODUCAO

O consumo de energia no mundo baseia-se em dois
tipos de fontes: os combustiveis fosseis e as energias
renovaveis. As principais fontes de energia utilizadas
atualmente sdo o petrdleo, o gas natural e o carvdo. A
crescente demanda de energia tem motivado 0s cientistas a
desenvolver sistemas mais eficientes e tecnologias e buscar
fontes diversificadas de abastecimento, para a energia
limpa e renovavel, em particular. O etanol tem um grande
potencial para substituir 0s combustiveis fosseis,
principalmente pelo fato de ser um bicombustivel
renovavel, podendo melhorar a seguranca energética e
reduzir os déficits comerciais (HIRA e OLIVEIRA, 2009;
ROLZ e LEON, 2011).

As pesquisas na linha de processos de producdo de
etanol sdo variadas, e uma abordagem que tem despertado
bastante interesse recentemente envolve estudos sobre a
resisténcia da levedura ao teor final de etanol no vinho
fermentado. Quanto maior for o teor alcodlico no vinho,
menor serd o volume de vinhaca gerado e menor o gasto na

destilagdo do vinho. A vinhaga gerada € da ordem de 12
L/L de etanol produzido para um vinho com 8% e de
apenas 8 L/L para um vinho com 12% de alcool, sendo que
0 segundo maior custo envolvido na producdo de etanol
esta ligado ao descarte da vinhagca (AMORIM et al., 2011).
Diferentes temperaturas afetam de forma distinta a
atividade metabodlica e o crescimento da levedura. Isso
pode ser atribuido, ndo somente a genética das diferentes
cepas, mas também a composi¢do do meio de crescimento
e a outros pardmetros como pH, agentes quimicos,
desidratacdo osmotica, estado nutricional e fase de
crescimento (MONACO, 2007).

A viabilidade celular é sem davida um aspecto
importante no controle da fermentagdo alcodlica. Quanto
maior esse nimero melhor serd o desempenho do processo.
Como o ambiente das dornas de fermentacdo ndo é
propriamente ideal para manutencéo da viabilidade celular,
um controle minucioso deve ser feito pelas unidades
produtoras de etanol. Assim, o objetivo geral deste
trabalho foi estudar a influéncia dos fatores temperatura,
concentragdo celular do indculo e concentracdo de
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substrato para a resposta produtividade, empregando o
processo em batelada alimentada.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados em um
fermentador modelo New Brunswick Multigen, com
controles de agitagdo e temperatura operados em batelada
alimentada, com volume til de 1,5 L, sendo este volume
utilizado nas fermentagdes. O volume de indculo
representava em todas as fermentacdes 30% do volume util
e 0 meio de cultura 70%. Ao iniciar a alimentagdo do
reator, foram acrescidos 1,05 L de meio de cultura com
tempos de enchimento e concentracdo do substrato na
alimentacdo conforme experimentos propostos. O meio de
cultura empregado nas fermentagGes foi composto de
sacarose (variavel para cada experimento), KH;PO, (5
g/L), MgS04,7H20 (1 g/L), NH4CI (1,67 g/L), KCI (1 g/L)
e extrato de levedura (6 g/L). Os reagentes utilizados
foram todos de grau analitico, exceto a sacarose, que foi
acucar cristal comercial. Utilizou-se uma cepa industrial
Y-904 da levedura Saccharomyces cerevisiae, na forma
granulada, produzida pela AB Brasil. Na preparagdo do
inéculo utilizou-se uma massa pré-determinada de
levedura para cada experimento segundo o planejamento
composto central. A hidratacdo das leveduras foi realizada
por duas horas em &gua a temperatura ambiente e sob
agitacdo em shaker.

Célculo relacionado & fermentacdo: O célculo da
produtividade, em relacdo ao etanol produzido, é uma
grandeza cinética que expressa a velocidade média de
producdo. A produtividade foi calculada pela Equacéo 1.
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Em que:

Pretanol = produtividade do etanol (g/ L.h);

Cetanoly = concentracdo de etanol (g/L) ao final da
fermentacao;

t = tempo final de fermentacéo (h).

Determinacdo das concentracBes de agucares e etanol: O
etanol e os agUlcares totais (glicose, frutose e sacarose)
foram quantificados pelo método de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLEA). As amostras retiradas ao longo
da fermentacdo eram diluidas, filtradas e injetadas no
sistema cromatografico de marca Shimadzu modelo LC-
20A Proninence, coluna SUPELCOGEL Ca, na qual os
acucares e etanol foram detectados por indice de refragdo
(RID). A solucdo de arraste utilizada foi uma solucéo
aquosa de HsPOs (0,1%), com fluxo de bomba de 0,5
mL/min, temperatura do forno de 32°C e volume de
injecdo de 20 microlitros. Os valores obtidos nos
cromatogramas foram calculados com o auxilio de curvas
padrao.

JETING

JORNAL DE ENGENHARIA, TECNOLOGIA E MEIO AMBIENTE
N° 1. Vol. 1 2016/2

Determinacdo da concentracdo celular: A viabilidade
celular foi acompanhada pela determinacdo de células
vivas e totais por contagens em camara de Neubauer
espelhada e um microscépio Optico (Olympus) com
aumento de 1000 vezes. Para a contagem das células,
utilizou-se a técnica de coloracdo de azul de metileno
(JONES, 1981). Para acompanhar o crescimento celular,
foi utilizado o método espectrofotométrico, através de uma
curva de calibracdo relacionando massa seca com
absorbancia. Desta forma foi determinada a concentracdo
celular em termos de massa seca por unidade de volume.

Adaptacdo da levedura: A levedura foi adaptada em
shaker, com agitacdo de 120 rpm e temperatura de 4°C,
por 10 vezes consecutivas (por periodos de 48 horas) em
frascos erlenmeyers contendo 250 mL de meio de cultura
(caldo de cana-de-aglcar) com concentragdo de sacarose
de 100 g/L e 30% da levedura Saccharomyces cerevisiae
Y904 em cada frasco. A levedura era recuperada por
centrifugacdo. Inicialmente e ap6s o tempo de incubacéo,
foram analisadas as concentra¢Bes celulares obtidas por
contagem em cadmara de Neubauer e por massa seca.

Planejamento composto central: Através da andlise dos
resultados de experimentos preliminares realizados
posteriormente ao Planejamento Composto Central (PCC),
verificou-se as influéncias das varidveis: tempo de
enchimento do reator operado em batelada alimentada,
temperatura, concentracdo celular inicial e concentracdo
inicial de agUcar redutor total. Concluiu-se que as variveis
que mais afetaram o processo de fermentacdo em batelada
alimentada foram temperatura, concentracdo inicial de
ART e concentragdo celular no inéculo, sendo estas
varidveis selecionadas para realizacdo de experimentos
segundo um PCC, definido por: delineamento fatorial
completo 28, incluindo os 6 pontos axiais e 3 repetices no
ponto central, totalizando 17 experimentos, utilizando-se o
software Statistica 7.0. O alfa de rotabilidade utilizado
neste planejamento experimental foi de 1,6818. O tempo
de enchimento do reator batelada alimentada foi de 5 horas
para todos os experimentos, que corresponde a um tempo
amplamente usado nas industrias de etanol no Brasil e o
pH do meio foi ajustado em 4,5. As amostras foram
retiradas em intervalos de tempo de 2 h. Apds a realizacdo
do PCC foi realizada uma andlise da regido O6tima de
trabalho pelas superficies de respostas e efetuou-se a
validag8o do ponto escolhido nesta regiéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do planejamento fatorial fracionado
indicaram que as varidveis temperatura, concentracdo
celular inicial e concentracdo de acUcar redutor inicial
foram as que mais influenciaram no processo de
fermentagdo em Dbatelada alimentada. A resposta
produtividade foi analisada considerando um tempo de
fermentacdo de 10 horas. Os resultados experimentais do
PCC levaram a Equacdo 2 relativa a produtividade de



etanol. Considerou-se um nivel de significancia de 90%,
sendo que o0s pardmetros para os quais p<0,1 foram
considerados significativos. O modelo em termos de
variaveis significativas para a resposta produtividade de
etanol (Yprod), € mostrado na Equacdo 2. Somente 0s
parametros significativos foram considerados no modelo.
O coeficiente de determinacdo R? obtido pelo ajuste do
modelo aos dados experimentais foi de 0,94.

Yprod(Qetanot/L.h) = 105,81 + 4,24T — 0,056T2 + 1,18X, —
0,005X0? + 0,350 — 6,44 10S>- 0,03X,T 2

Como o modelo foi significativo, foi possivel
construir as superficies de resposta e definir regides de
interesse. A Figura 1 representa as curvas de contorno e
superficies de resposta para a resposta produtividade.

Figura 1: Curvas de contorno e superficies de resposta para a
resposta produtividade.

Pela analise das superficies de resposta e curvas de
contorno, concluiu-se que para se maximizar a resposta
estudada produtividade, a concentracdo celular no indculo
deve ser alta, sendo assim maior que 30 g/L. Como a
concentragdo celular ndo é um entrave econémico para
uma fermentacdo alcodlica, optou-se por trabalhar com
altos niveis celulares no indculo na tentativa de otimizar a
resposta. Altas densidades de células minimizam os efeitos
do substrato e a inibicdo pelo produto, tornando possivel
realizar fermentagBes em curtos periodos de tempo
(RIESENBERG e GUTHKE, 1999). A concentracdo de
ART na alimentacdo que otimiza a resposta produtividade
deve estar entre 180 e 240 g/L. A mesma analise foi feita
para a temperatura e obteve-se uma faixa de 26 a 29°C.
Aumentos da temperatura de fermentagdo produzem uma
forte diminuigdo da viabilidade celular devido ao aumento
das taxas de producdo e acimulo de etanol no meio e nas
células (LALUCE, 1991).

Ferreira (2005) obteve a maior produtividade, 9,6
getanol/L.h, utilizando em uma de suas fermentacdes
temperatura de 34 °C, com 180 g/L de sacarose, 30%
concentracdo celular e 3 horas de enchimento do reator.
Pacheco (2010) obteve produtividade de 13,3 getanol/L.h
operando em um reator tipo torre a 32 °C com
concentragdo celular no indculo de 40% e concentragdo
inicial de sacarose de 204 g/L.
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Experimento de validacdo: definiram-se as condi¢des para
realizacdo do experimento de validacdo baseando-se nas
faixas de interesse para a resposta avaliada na literatura, e
considerando-se os critérios técnicos e econdmicos. Pela
analise das superficies de resposta e das curvas de
contorno, definiu-se como condicdo a ser reproduzida
experimentalmente: concentracdo celular no in6culo de 35
g/L, concentragdo inicial de ART de 240 g/L e temperatura
de 26 °C. Na Figura 2 observam-se os perfis de consumo
de sacarose e da producdo de etanol em funcdo do tempo,
bem como o crescimento celular em fungdo do tempo para
a condicdo definida no PCC.

Figura 2: Perfis de concentracdo de acucar redutor total - ART
(=), concentragdo de etanol (®) e concentracdo celular (A) em
funcéo do tempo, para o experimento realizado a 26 °C.
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Obteve-se no tempo final de fermentacdo de 19
horas, que todo substrato foi consumido, com
produtividade de 6,0 Qetanol/L.h, rendimento de 93,0% e teor
alcodlico de 14,4 °GL. De acordo com os resultados
apresentados no experimento de validagdo em 10 horas de
fermentacdo, obteve-se produtividade de 9,50 Qetanoi/L.h.
Através das equagBes em termos das variaveis ndo
codificadas obteve-se produtividade de 9,35 Qetanol/L.h.

CONCLUSAO

A andlise dos resultados do planejamento fatorial
fracionado indicou que das varidveis estudadas tempo de
enchimento do reator, temperatura, concentragéo celular no
indculo e concentragdo de ART, o tempo de enchimento
foi a varidvel que teve menor influéncia no processo. Os
resultados do planejamento composto central indicaram
que as faixas de concentracdo de ART de 180 a 240 g/L,
concentragdo celular no inoculo de 30 a 35 g/L e
temperatura de 26 a 29°C maximizaram a resposta
produtividade.
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