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RESUMO - A fermentacdo alcoodlica consiste na transformacéo dos agucares em alcool
por meio de microrganismos, em anaerobiose. Fatores quimicos, fisicos e microbiolédgicos
influenciam no rendimento da fermentacdo alcodlica e na eficiéncia dos microrganismos
em consumirem 0s agUcares e excretarem etanol. Com base nisto o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes varidveis que afetam o processo de
fermentacdo alcoolica, visando a otimizacao do processo produtivo de etanol, buscando-se
a maxima concentracdo de microrganismos ao final do processo, em menor tempo. Com a
finalidade de otimizar o numero de experimentos, analisaram-se trés variaveis
independentes: temperatura, pH e Brix e qual a influéncia destas sobre a fermentacao
alcoolica, nos diferentes experimentos realizados, avaliando o tempo de fermentacédo
alcodlica e concentracbes finais de microrganismos, substrato e produto. O processo
conduzido em 32 °C, pH 3 e concentracdo de aclcares iniciais de 120 g.L™, foi o que
apresentou maior concentracdo de microrganismos e em menor tempo, 4,07 g.L™ em 30,5
horas, e concentracdo final de etanol de 36,25 g.L™.

1. INTRODUCAO

A gradativa preocupagdo mundial com a escassez das reservas de petréleo e com 0 meio
ambiente vem causando pressdes sobre o uso dos combustiveis fosseis, responsaveis por emissao de
gases poluentes na atmosfera. Por estes motivos, a busca por alternativas de substituicdo de fontes
fosseis por renovaveis, vem crescendo. O etanol é um combustivel renovavel, produzido a partir de
materias-primas agucaradas, como a cana-de-agucar. No Brasil é a segunda maior fonte de energia
renovavel, correspondendo a 12,6% da participacdo na matriz energética (Santos; Santos, 2009).

A obtencéo do etanol pode ser realizada por via degradativa, sintética e fermentativa. No Brasil
a via de obtencdo mais utilizada é a fermentativa por questdes econdmicas, dominio de tecnologia e
disponibilidade de biomassa (Vieira et al., 2009).
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A fermentacdo alcoolica embasa-se na acéo das leveduras sobre a biotransformacéo de agucares
em éalcool e CO, (Lima, Marcondes, 2002). E necessaria a compreensdo de algumas condigdes
durante a fermentacéo alcodlica, pois fatores fisicos (temperatura, pressdo osmotica), quimicos (pH,
oxigenacdo, nutrientes minerais e organicos, inibidores) e microbioldgicos (espécie, linhagem e
concentracdo da levedura, contaminacdo bacteriana) influenciam no rendimento da fermentagéo
alcodlica e eficiéncia da conversdo de agucares em etanol (Lima et al., 2001).

Com base em determinadas variaveis que afetam a fermentacdo alcoodlica, o objetivo do
presente trabalho foi a otimizacdo da fermentacédo alcodlica, tomando como indices de desempenho o
tempo necessario para o processo e a concentracdo final de substrato, microrganismos e etanol,
empregando inicialmente diferentes condicbes de temperatura, pH e concentracdo de agUcares,
buscando-se ao final dos processos, a maxima concentracdo de microrganismos em menor tempo.

2. METODOLOGIA

Os procedimentos executados até o inicio da fermentacdo alcodlica podem ser observados na
Figura 1.
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Figura 1 - Fluxograma do Processo Fermentativo.

Com o caldo de cana extraido, filtrado e clarificado, fizeram-se as corre¢fes de pH,

temperatura e Brix, diferenciadas em cada ensaio, conforme o planejamento experimental presente na
Tabela 1.

Tabela 1 - Condi¢Oes experimentais dos diferentes ensaios fermentativos.

Experimento Temperatura (°C) pH S(gLh
1 28 5 120
2 36 5 120
3 32 3 120
4 32 7 120
5 32 5 80
6 32 5 160
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2.1. Variaveis de entrada: Concentracéo de Solidos Solaveis, pH e temperatura

Com auxilio de um refratdmetro, mediu-se a quantidade inicial de solidos soluveis e por meio
de diluicdo com agua destilada, foi adaptado o mosto para os valores da Tabela 1, através do calculo
de diluicdo (Equacao 1):

C1.V1 = Cz.Vz (1)

Onde: C;: concentracdo inicial de solidos sollveis; C,: concentracdo desejada; Vi: volume
inicial de caldo; V>: volume desejado.

O ajuste de pH foi realizado ap6s a diluicdo do caldo, com NaOH 0,1 mol.L*, para
basidificacdo e com H,SO, 0,1 mol.L™, para acidificacdo, adaptando este valor nos diferentes
experimentos em pH 3; 5 e 7, conforme a Tabela 1.

O controle de temperatura foi realizado no banho-maria, local onde os experimentos foram
conduzidos, sendo que fez-se a inspecdo em 28; 32 e 36 °C (£1).

2.2. Conducéo do processo e analises

Com o0 mosto nas condi¢Ges experimentais ajustadas, de acordo com as variaveis de cada
ensaio, adicionaram-se em erlenmeyers 100 mL deste, encaminhando-os ao banho-maria. Ao mosto
aquecido, adicionou-se 1 g.L™" de microrganismos (Saccharomyces cerevisiae) e entio o processo
fermentativo de oxidacao dos agucares iniciou.

Realizou-se 0 acompanhamento do consumo de agUcares, producdo de etanol e concentracdo
de microrganismos, durante as 6 primeiras horas de experimento em intervalos de 2 horas e
posteriormente, em intervalos de 4 horas até que fosse observada a atenuacdo do processo
fermentativo.

2.3. Determinagcao da concentracdo de microrganismos, substrato e produto (g.L™)

A fim de determinar a concentracdo de microrganismos, succionou-se 10 mL de caldo em
membrana estéril (didmetro de 47 mm e poros de 0,45 um) acoplada em sistema de filtragdo a vacuo.
Em seguida, a membrana foi levada para estufa elétrica a 105 °C, durante 24 horas, posteriormente a
um dessecador de vidro, por mais 2 horas, apds o decorrido tempo, pesou-se a membrana em balanga
analitica para quantificacdo da massa de microrganismos, conforme as Equacoes 2, 3, 4 e 5.

Determinagdo da massa de sélidos na amostra isenta de microrganismos (Equacéo 2):

Ms61. branco = Mbranco = Mmembrana (2)

Determinacdo da massa de solidos nas amostras com microrganismos e da massa de
microrganismos na amostra (Equacéao 3 e 4):
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Ms6l. totais = mpesada = Mmembrana (3)
My = Mol totais =~ Msol, branco (4)

Determinada a massa de microrganismos (my), realizou-se o calculo através da Equacéo 5 para
determinar a concentracdo em g.L™.

X (g.L™") = (my/V).100 (5)
Onde: V=10 mL.

Para determinar a concentracdo de substrato em g.L*, foram realizados os célculos
estequiométricos, uma vez a graduacdo Brix representa a porcentagem em massa de solidos solUveis.

O teor de etanol em °GL foi calculado a partir da Equacéo 6, utilizando os valores obtidos na
leitura do refratdmetro (Carvalho et al., 2008). Uma vez que a graduacdo Gay Lussac representa a
porcentagem em volume de etanol presente em uma mistura alcool/agua, realizou-se os calculos
estequiométricos necessarios para transformar para g.L™.

E=[(B;-By).4]/7,4 (6)

Onde: E: graduacdo alcodlica em °GL; B;: Brix Inicial; B Brix Final.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a cinética do processo, 0s microrganismos consomem glicose, frutose e sacarose.
Mostos com elevadas concentracGes de acuUcares, acarretam em estresse osmético, reduzindo o
crescimento dos microrganismos, produzindo glicerol e levando a perda da viabilidade das células
(Lima et al., 2001). O experimento 6 foi conduzido com maior concentracdo de aclcares gque 0S
demais, e conforme observado na Tabela 2, possuiu alta concentracdo de substrato ao final do
processo, porém demandou de um tempo maior e teve a quantidade de microrganismos reduzida
significativamente quando comparado aos demais, concordando com Pataro et al. (2002), que em seu
trabalho apresentou que fermentagGes com 16 °Brix ou mais, acarretam em fermentacdes mais lentas
e incompletas.

Nas Figuras 2, 3 e 4, observa-se a cinética da fermentacdo alcodlica das variaveis controladas
nos diferentes experimentos.
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Figura 2 — Comportamento da concentracéo de substrato (g.L™) em funcéo do tf (h).
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Figura 3 — Comportamento da concentracao de produto (g.L™) em funcéo do tf (h).

Apdbs a adaptacdo dos microrganismos com o meio, ha o inicio do consumo de agUcares do
mosto, onde por anaerobiose ha a oxidacdo da glicose, para transformacdo em etanol e CO,, sendo
gue os produtos finais da metabolizacdo dos agucares dependem das condi¢es ambientais em que as
leveduras se encontram (Lima et al., 2001). Conforme observa-se na Figura 2 e 3, com o declinio da
concentracdo de agucares ao longo do tempo de fermentacdo, houve o aumento da producao de etanol.
Os experimentos 1, 3 e 5 tiveram maxima conversdo de substrato em etanol e CO,, e a méxima
producdo de etanol deu-se nos experimentos 1, 3 e 6, 0s quais possuiam concentragfes de substrato
mais elevadas inicialmente. O experimento 5 esteve entre 0s experimentos de maximo consumo de
acucares, porém, nao entre as producdes de etanol mais elevadas, devido ao fato de que a quantidade
inicial de substrato era inferior a todos os demais experimentos (80 g.L™).

Na figura 4, observa-se cinética da concentracdo de microrganismos ao longo da fermentacéo
alcoolica.

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 5



mEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

45 q X Exp. 1 5
B X 4 e 4
j 2,§ X Exp. 6 g Zg 9 Exp.5
il,i i Pre E 1,? X X
05 \1,(<>< ' ' ' 03 IRRKK KKK
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 0 40 0

tf (h) tf (h)

Figura 4 — Comportamento da concentracdo de microrganismos (g.L™) em funcdo do tf (h).

Conforme se observa na Figura 4, a maxima concentracdo de microrganismos foi nos
experimentos 1, 3 e 6, 0s quais também tiverem a maxima producdo de etanol. Sendo que o ensaio 3
apresentou méaxima concentracdao de microrganismos em menor tempo de processo fermentativo.

A analise das diferentes variaveis objetivou identificar as melhores condi¢cfes para 0 processo
fermentativo, através da variacdo de pH, temperatura e concentracéo de solidos solUveis. Na Tabela 2,
encontram-se as variaveis respostas de cada um dos testes realizados.

Tabela 2 - Resultados obtidos nas cinéticas: tempo de fermentacéo (tf(h)), concentracéo de
microrganismos (X (g.L™)), concentracdo de substrato (S (g.L™)), concentracio de produto (P (g.L™)).

Experimento tf (h) X (g.L™h S(gLh P(g.Lh
1 43 3,70 39 31,20
2 37 2,43 48 30,35
3 30,5 4,07 34 36,25
4 43 1,72 a7 29,98
5 30,5 3,27 23 25,72
6 51 3,95 51 45,96

Quanto maior a concentracdo de microrganismos no meio fermentativo, o consumo de
acucares serd maior e logo a producdo de etanol também, até certos intervalos, pois concentraces
muito elevadas podem levar a competicdo por alimento, nutrientes, minerais e vitaminas (Lima et al.,
2001).

No experimento de nimero 3, a concentracdo de microrganismos ao final do processo foi
maior e o tempo de fermentacdo alcodlica menor, quando comparado aos demais, possuindo
concentracdo de etanol inferior que somente o experimento 6. Porém como se observa na Tabela 1, a
concentracdo de acUcares iniciais entre estes era diferenciada. O experimento 6, apesar da maior
concentracdo final de etanol, demandou de um tempo maior, consumindo menos agucares do meio e
demandando de maiores gastos energéticos.
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De acordo com Lima et al. (2001), quanto ao tempo de fermentacdo, espera-se que a
fermentacgdo alcodlica esteja estagnada entre 24 a 36 horas de processo, concordando com o tempo da
literatura, os experimentos 3 e 5. Nos demais experimentos, pode ter ocorrido a formacdo de
compostos inibidores por linhagens selvagens de bactérias, sendo que geralmente as quedas na
eficiéncia fermentativa decorrem de alteracGes estequiométricas, levando a formacdo de produtos
secundarios (glicerol e acidos orgénicos), biomassa e aumento do tempo de fermentacéo.

O pH influencia na atividade dos microrganismos e logo, na fermentacdo, sendo este
importante para o controle de contaminacdo bacteriana, crescimento da levedura, taxa de fermentacéo
e formacdo de subprodutos (Souza, 2009). O experimento 3, que foi o que melhor respondeu o
objetivo do trabalho, possuia pH inicial 3. As fermentacdes se desenvolvem em uma ampla faixa de
pH, sendo que fermentacdes conduzidas em meios mais acidos resultam em maiores rendimentos
alcodlicos, pela capacidade de restringir o crescimento do fermento, reducdo da producéo de glicerol
e de contaminacdo bacteriana (Lima et al., 2001).

O pH do meio em que as células se encontram também influencia no desenvolvimento do
fendmeno de floculacdo, onde ocorre um agrupamento de células formando conglomerados de peso
superior ao da célula individualizada, tendendo a sedimentacdo ou flotagdo, reduzindo a superficie de
contato entre as células e o meio (Mutton& Souza, 2004). Segundo Ludwig et al. (2001) quanto maior
0 pH, maior a taxa de floculacdo, o que compromete o desenvolvimento dos microrganismos e a
conversdo de aclcares em etanol e CO,. A floculacdo pode ter ocorrido no processo de pH mais alto
(Experimento 4), ao qual o processo se alongou para estabilizar, quando comparado ao experimento 3,
variando pouco a concentracdo de acgUcares nas Ultimas horas e convertendo menos substrato em
produto, possuindo também a menor concentracdo de microrganismos. Sendo que células floculadas e
ao fundo ou flotadas, ndo possuem atividades.

Outra variavel de influéncia é a temperatura, as leveduras sdo mesofilas e as temperaturas
Otimas para producdo de etanol estdo entre 26 e 35 °C (Lima et al., 2001). A temperatura esta entre as
condi¢cbes que mais afetam a atividade dos microrganismos, influenciando no crescimento,
capacidade fermentativa, metabolismo e viabilidade celular (Naves et al.,, 2010). Todos os
experimentos foram conduzidos proximos a esta faixa.

4. CONCLUSAO

A viabilidade celular do processo fermentativo, é influenciada pelo pH, temperatura e
concentragdo de agucares iniciais. Apesar de em ambos 0s experimentos testados houve o consumo de
acucares e producdo de etanol, o tempo de fermentagdo nestes, a concentragdo de microrganismos,
consumo de substrato e quantidade de produto foi diferenciada. A méaxima concentracdo de
microrganismos em menor tempo de processo foi otimizada no experimento de temperatura inicial de
32 °C, pH 3 e 12 °Brix.
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