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RESUMO — A concentracdo de agUcar é um dos fatores importantes durante a
fermentacdo alcodlica, ja que elevadas concentracGes de substrato resultam em
maior pressdo osmotica dentro da célula e, por conseguinte, resultando no
aumento de morte celular. O presente trabalho avaliou a influéncia da
concentracdo inicial de acucar no processo da fermentacdo alcoodlica, visando a
méaxima producdo de etanol em menor tempo a baixas temperaturas. A
concentracdo celular utilizada foi de 28% v/v. Foram realizados ensaios em
batelada a temperatura 20°C sob agitacdo de 120 rpm, utilizando meio a base de
sacarose e extrato de levedura, sendo que as concentracdo iniciais de acUcar
estudadas foram de 260 e de 290 g.L*. As concentragOes de aglcares e etanol
foram determinadas por cromatografia liquida (CLAE) e a contagem de células foi
em da camera de Neubauer. O processo conduzido com concentracdo inicial de
260 g.L! produziu em 18 horas 125,23 g/L de etanol e consumo total do aglcar
enquanto que para a concentracio de 290 g.L* de acticar a concentragdo de etanol
foi de 125,63 g/L e com 22,95 g/L de acucar residual. Os rendimentos calculados
em 18 horas foram de 94,26 e 87,45% e as produtividades foram de 7,68 e 6,98
g.Lth%, respectivamente. A concentragéo inicial de substrato mostrou-se influente
no tempo de fermentacdo e na concentracao de etanol produzida.

1. INTRODUCAO

O Brasil langou pela primeira vez politicas para usar mais biocombustiveis em 1975,
depois que o embargo de oferta da OPEP elevou os pregos de petroleo. Os chamados carros
flex, que funcionam com etanol puro ou uma mistura de gasolina e etanol, agora compdem
80% da frota de veiculos leves do Brasil (GLOBO, 2019). A industria de etanol no pais
processa cerca de 670 toneladas de cana de agucar para produzir 38,1 milhdes de toneladas de
acucar, 27,7 milhdes em m3 de etanol e 36.400 GWh de energia elétrica anualmente (EPE,
2018) e emprega aproximadamente 4,5 milhdes de pessoas (ZEIDAN et al., 2015). Com
resultado, esta industria continua a apresentar desafios em relagdo a crescente preocupagédo
como 0s impactos ambientais, principalmente os efeitos das mudancas climaticas e a reducao
da dependéncia de recursos de combustiveis fosseis.


http://bdtd.ibict.br/vufind/Record/USP_0593786284e4123cd41542fcc2f4fb72
http://bdtd.ibict.br/vufind/Record/USP_0593786284e4123cd41542fcc2f4fb72
mailto:paulo.eq@outlook.com

AAL A
CONGRESSO BRASILEIRO ATAEA
DE ENGENHARIA QUIMICA EM A A A
INICIAGAO CIENTIFICA 7 42
21-24 Julho de 2019 X
Uberlandia/MG
v AAV VY

LA N e

Segundo Amorim (2005), diversos fatores afetam o rendimento da fermentacdo e
eficiéncia da conversao do acglcar em etanol tais como os fatores fisicos (temperatura, pressao
osmotica), quimicos (pH, oxigenacdo, nutrientes, inibidores) e microbioldgicos (espécie,
linhagem e concentracdo da levedura contaminagéo bacteriana).

Na producdo de alcool, a concentracdo inicial de acucar € um parametro importante,
pois tem efeito direto na taxa de fermentacdo e nas células microbianas. Assim, a
concentracdo adequada é de suma importancia, pois se presentes em quantidades insuficientes
ou exageradas, podem refletir de forma negativa sobre o processo fermentativo. O aumento da
concentracdo de acucares, consequentemente eleva a velocidade de fermentacdo, resultando
em perdas da atividade de transporte de acucar, produzindo menos alcool. O estresse induzido
pelo aumento da osmolaridade ocasionado devido as perturbacdes no gradiente osmético
através da membrana plasmatica leva a reducdo do crescimento e perda de viabilidade das
células das leveduras (CAMILI, 2006).

Com base nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo investigar a influéncia
da concentracéo inicial de agtcar no processo fermentativo empregando leveduras floculantes
em condi¢es de altos teores de agucar (VHG).

2. METODOLOGIA

2.1. Microrganismos

Utilizou-se a cepa C2/00 da levedura Saccharomyces cerevisiae de caracteristicas
floculantes, cedida pelo Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e
Agricolas (CPQBA).

2.2. Meio Fermentativo

A composicdo do meio de fermentacdo consistiu-se de sacarose em concentracdes de
260 e 290 g.Lt, KH2PO4 (5g.LY), MgSO47H20 (1g.L™),(NH4)2S04 (2 g.L ™) e extrato de
levedura (6 g.L™), com pH inicial ajustado em 4,5. Todos os reagentes utilizados foram de
grau analitico, com excec¢do do acucar, que foi substituido pelo agucar cristal comercial.

2.3. Fermentacao Alcoolica

Os experimentos foram realizados em erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL do
meio de cultivo estéril e concentracio inicial de células de 28% v/v, o que correspondia a 108
celulas/mL. As fermentagbes foram conduzidas em shaker sob agitacdo de 120 rpm e
temperatura a 20°C, durante um periodo de 18 horas. As amostras foram retiradas em
intervalos de tempo pré-definidos para serem analisados o teor de sacarose residual e etanol
por cromatografia liquida e a concentracdo celular (inicio e fim da fermentagdo) obtida por
contagem em camera de Neubauer.

2.4. Métodos Analiticos
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A viabilidade celular foi acompanhada pela determinacdo de células vivas e totais por
contagens em camara de Neubauer espelhada e um microscopio Optico (Olympus) com
aumento de 40X. Para a contagem das células, utilizou-se a técnica de coloracdo de azul de
metileno (JONES, 1981).

Concentracdo celular

Concentracio de Acucares e Alcool

As analises de agUlcares (sacarose, glicose, frutose) e etanol dos experimentos foram
feitas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As amostras foram diluidas,
filtradas e injetadas no sistema cromatografico de marca Shimadzu, modelo LC-20A
Prominence, coluna SUPELCOGEL Ca, na qual os componentes foram separados e
detectados por refracdo (RID). A solugéo de arraste foi uma solugéo aquosa de HzPO4 (0,1%),
o fluxo da bomba 0,5 mL/min, temperatura do forno 32°C e volume de injecdo de 20
microlitros. Os valores obtidos nos cromatogramas foram calculados com o auxilio de curvas
padréo.

2.5. Calculo do parametro cinético
Rendimento

O rendimento em grama de etanol por grama de acUcar redutor total inicial (ARTI), foi
determinado pela Equagéo 1:

Csrmm!
¥, =———+100°
P 0,511 # Capyy +100% (1)

Em que: Yps= rendimento de etanol formado em relagdo aos agUcares totais consumidos (%);

Ceranot = Concentragdo de etanol ao final da fermentagfo (g.L?); Caar: = concentragdo de
acucar redutor total inicial (g.L™%).

Produtividade
O célculo da produtividade em relacdo ao etanol produzido, foi calculada pela equagédo
_ Ceranol
Pr= - (2)

Sendo: Pr =produtividade de etanol (g/L); Cetanol = concentragdo de etanol (g/L) ao final da
fermentacdo; t= tempo de fermentacéo (h).

3. RESULTADOS E DISCUSSAQO
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Para avaliar a influéncia da concentracdo do aglcar no processo fermentativo, avaliou-
se a viabilidade celular, a producdo de etanol, a produtividade e o rendimento para as
concentrages iniciais de agucar de 260 e 290 g/L sendo mostrado a seguir.

Na tabela 1, tém-se os resultados de Concentracdo de etanol, Rendimento,
Produtividade e agucar residual para os dois experimentos em 18 horas e 24 horas para o
experimento com concentracdo inicial de agtcar de 290 g/L.

Tabela 1: Dados experimentais obtidos para as concentracées iniciais de substrato.

Temp. ART Etanol | Rendimento | AcuUcar |Produtividade
Ensaios (°C) (/L) (g/L) (%) Residual (g/Lh)
1 20 260 125,23 94,26 0 7,68
2 20 290 125,63 87,45 22,95 6,98
2* 20 290 135,21 91,95 0 5,63

* Resultados para 24 horas de fermentacéo.

De acordo a tabela 1, ao utilizar o meio com 260 g/L de substrato inicial, verifica-se que
apos as 18 horas de fermentacdo todo o agucar foi consumido e obteve-se uma producéo de
etanol praticamente igual ao meio com 290 g/L de aclcar. O rendimento foi superior ao
rendimento do meio com maior concentracdo de agUcar. No entanto, o experimento com
concentracdo inicial de 290 g/L por apresentar uma concentracdo de substrato inicial superior,
necessitou-se de um maior tempo de fermentacdo, para terminar o consumo do agUcar
residual.

No trabalho de Guidini (2013) utilizando alimentacdo de 170 g/L de sacarose no
processo batelada alimentada a 32°C, obteve-se uma produtividade de 6,01 g/L.h, um
rendimento de 92,20% e 42,84 g/L de acgUcar residual. Enquanto Santos (2014) utilizando a
mesma cepa em processo continuo e alimentacdo de 225 g/L de sacarose alcangou rendimento
de 92,4%, produtividade de 17, 37 g/L e 16,03 g/L de acUcar residual.

Na Tabela 2, é possivel observar que os dois ensaios no inicio da fermentacédo
apresentaram uma viabilidade satisfatoria, ou seja, superior a 90%. Segundo Cruz (2016),
guanto maior esse numero melhor serd o desempenho do processo, ja que tera células
suficientes para que a fermentacdo ocorra. Além disso, percebe-se que o meio com 290 g/L
apresentou uma maior queda da viabilidade. Isso é devido ao fato de que fermentacdo em
processo batelada com alto teor de acucar inicial ocasiona alta pressdo osmdtica e forte
inibicdo por etanol durante a fase de producédo o que podem causar a reducédo da viabilidade
celular da levedura, aumentando o tempo de fermentacgdo (Souza, 2009).

Tabela 2 — Viabilidade celular dos experimentos 1 e 2.

Ensaios Viabilidade inicial Viabilidade final
(%) (%)
1 92,09 95,94
2 94,14 93,5




AALAVYY
CONGRESSO BRASILEIRO & AA‘AA AA
A AA_ N
VA
y

A

DE ENGENHARIA QUIMICA EM
INICIAGAO CIENTIFICA 7y
21-24 Julho de 2019 4
Uberléndia/MG Xu
v AAT VY

4. CONCLUSAO

A concentragdo inicial de substrato mostrou-se influente no tempo do processo de
fermentacao e consequentemente na produtividade. A concentracdo de etanol foi maior para o
processo com maior concentragdo inicial de agtcar. O rendimento final apds o consumo total
de acucar apresentou pouca variacdo com relacdo as duas concentrac@es inicias de agucar
estudado. A viabilidade celular também foi influenciada pela concentragdo de agucar inicial,
ja que o meio 290 g/L apresentou menor viabilidade no fim da fermentacéo.
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