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RESUMO

Foram realizadas determinacdes fisico-quimicas na raiz de mandiocaba, sendo estas: umidade,
fibras, proteinas, cinzas, lipidios totais, agticares redutores e totais; o caldo foi caracterizado
através das analises de pH, solidos soluveis totais, glicose e acidez titulavel. Apos o
conhecimento dos constituintes fisico-quimicos da matéria-prima, o caldo de mandioca doce
foi extraido e fermentado utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2. Foram
realizados 15 ensaios que seguiam as condi¢des determinadas através do planejamento
experimental de Box-Behnken, com 3 varidveis independentes: temperatura (°C) (X1), pH
(X2), e concentragao de inoculo (g/L) (X3); os limites dos niveis de trabalho foram
determinados através de dados encontrados na literatura; a analise estatistica foi realizada com
p>0,05. Através da andlise de variancia foi proposto um modelo polinomial de segunda ordem
para a resposta teor alcodlico (°Gl), e com a utilizagdo da metodologia de superficie de
resposta a condicdo Otima para o desenvolvimento do processo fermentativo do caldo de
mandioca doce sem adi¢ao de nutrientes € em sua concentragdo de substrato original (6,46
g/L), a: temperatura de 28°C, pH de 4,88, e concentracdo de indculo de 10 g/L. Nestas
condi¢cdes foi realizado um ensaio, cujo objetivo foi o de levantar as curvas de crescimento
celular (levedura), producdo de CO,, consumo de agucares redutores e producdo de etanol,
para melhor compreensao do processo de fermentagao do caldo de mandioca doce. Através da
curva de crescimento celular foi determinada a duracdo da fase exponencial, utilizando o
método de regressdo linear; neste estudo esta etapa ocorreu em diferentes intervalos de tempo.
O valor de p, encontrado foi de 0,05 hl.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae, mandioca doce, box-behnken, fermentagio, agucares
redutores



ABSTRACT

The physico-chemical characteristics identified at sweet cassava root, was: moistures (%),
fiber (%), protein (%), ash (%), total lipids (%), reducing sugars and total reducing sugars
(%); the sap extract from sweet cassava root was characterized by pH, soluble solids (%),
glucose and titratable acidity. This study used the yeast Saccharomyces cerevisiae PE-2. Was
realized 15 tests that followed the conditions determined by the experimental design of Box-
Behnken, with 3 independent variables: temperature (°C) (X1), pH (X2) and concentration of
inoculum (g/L) (X3). The statistical analysis was performed with p>0,05. Through the
analysis of variance (ANOVA) was proposed a second order polynomial model to the alcohol
content (°GL), and by analysis of response surfaces it was determined the optimum condition
to the fermentation of sap extract from sweet cassava root without addition of nutrients, on
original substrate concentration of it (6,46 g/L): 28 °C (temperature), 4,88 (pH) and 10 g/L
(inoculum concentration). Under these conditions a test was conducted, which aimed to raise
the curves of cell growth (yeast), CO, production, consumption of sugars and ethanol
production, to better understand the process of fermentation broth of sweet cassava. Through
the cellular growth curve was determined the duration of the exponential phase, using the
method of linear regression; this step in this study occurred at different time intervals. The

value found to p,, was 0,05 h.

Key-words: sweet cassava, saccharomyces cerevisiae , box-behnken, fermentation, reducing sugars
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1 INTRODUCAO

No inicio deste século, com a conscientiza¢dao a nivel mundial da necessidade de fontes
renovaveis de energia e de preservacdo do meio ambiente, surge uma nova perspectiva de
produzir combustiveis a partir de matéria organica vegetal renovavel (biomassa). Essa
biomassa acumula energia luminosa gracas a fotossintese, sendo assim uma forma indireta de
utilizacdo da energia solar. Capaz de aliviar preocupantes problemas ambientais, a energia
fotossintética traz uma nova dindmica a0 mundo agroindustrial e oferece uma alternativa a

evolugdo industrial em um contexto mais racional e sustentadvel (MARABEZI, 2009).

A biomassa pode ser obtida de vegetais ndo-lenhosos, de vegetais lenhosos, como ¢ o
caso da madeira e seus residuos, e também de residuos organicos, nos quais encontramos 0s
residuos agricolas, urbanos e industriais. Assim como também se pode obter biomassa dos
biofluidos, como os oOleos vegetais (por exemplo, mamona e soja) (CORTEZ, LORA E

GOMEZ, 2008).

O etanol ¢ produzido desde os tempos antigos pela fermentacdo dos aglicares
encontrados em produtos vegetais (cereais, beterraba e cana). Ainda hoje, boa parte do etanol
industrial ¢ feita por meio da fermentagdao, embora também seja feita sinteticamente de fontes

como o eteno derivado do petroleo (BASTOS, 2007).

A diversidade de matérias prima que podem ser utilizadas para a producdo de etanol ¢
cada vez maior, entre eclas, destacam-se: as agucaradas (cana de acgucar, beterraba ¢ a

mandiocaba), as lignoceluldsicas (madeira, palha da cana de aglicar) e amildceas (mandioca).

Sao inimeras as raizes e turbéculos que apresentam alto teor de carboidratos, na forma
de acucares, amido e outros polissacarideos que podem ser fermentados para a producao de
bebidas alcoodlicas e etanol. Este ultimo pode ser usado para fins carburante, farmacéutico,

medicinal, quimico, doméstico, na producao de bebidas alcodlicas, etc (AGRIANUAL, 1999).

Atualmente, vém recebendo amplo destaque entre pesquisadores e produtores de
mandioca do Brasil e do mundo, o cultivar de mandioca popularmente conhecidos como
mandioca agucarada ou mandiocaba, que armazenam agucares livres em suas raizes de reserva
e ndo somente amido, como a grande maioria cultivada comercialmente. O actimulo de
grandes quantidades de glicose devido a adaptacao das células do parénquima de reserva que
antes acumulavam amido ¢ a maior diferenca entre a mandioca agucarada e os outros
cultivares (CARVALHO, CABRAL e CAMPOS, 2000; CARVALHO et al. 2004; VIEIRA,
2011).
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A levedura como entidade viva independente, realiza a fermentagdo do agucar com o
objetivo de conseguir a energia quimica necessaria a sua sobrevivéncia, sendo o etanol apenas
e tdo somente um subproduto deste. Se o homem pretende beneficiar-se desta habilidade
metabolica, ele deve buscar os conhecimentos que lhe permitam propiciar as leveduras,
condigdes ideais para que as mesmas trabalhem a seu favor, isto ¢, com maior eficiéncia na

producdo de etanol (AMORIM e LEAOQ, 2005).

O processo de fermentacdo pode ser afetado em termos de rendimento e eficiéncia da
conversao de actcar em alcool, por diversos fatores que podem ser de origem fisica
(temperatura, pressao osmatica), quimica (inibidores, pH, oxigenagao, nutrientes organicos e
minerais) e microbiologica (linhagem, espécie, contaminagdo bacteriana, concentracdo de

leveduras) (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001).

A proposta de produzir etanol a partir da mandioca agucarada ¢ uma opg¢ao para incluir
outras regides no setor sucroalcooleiro, como a Amazdnia, e o Centro-Oeste, sem que iSso
signifique concorréncia com o etanol de cana-de-agucar, fator importante visto que os
principais indicadores considerados na elabora¢do do zoneamento agroecoldgico da cana-de-
acucar foram a vulnerabilidade das terras, o risco climatico, o potencial de produgdo agricola
sustentavel e a legislagdo ambiental vigente, sendo que o bioma Amazdnia e outros ficam

excluidos, ndo podendo entao haver o cultivo de cana-de-aguicar nestas regioes.
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1.1 OBIJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

- Estudar a fermentacdo do caldo de mandioca doce para a produgdo de etanol, buscando
ajustar modelos representativos das reagdes metabolicas envolvidas no processo, como forma

de viabilizar o entendimento da cinética do processo.

1.1.2 Objetivos especificos
- Caracterizar fisico-quimicamente a raiz e o caldo da mandioca doce;

- Definir a condi¢do ideal para a fermentacdo do caldo de mandioca doce, utilizando a
metodologia de superficie de resposta para avaliar a influéncia das varidveis temperatura (°C),

pH e concentracao de indculo (g/L);

- Avaliar o desenvolvimento das curvas de consumo de actcares redutores, crescimento do
microrganismo, producao de CO, e producdao de etanol; nas condigdes determinadas na

metodologia de superficie de resposta;

- Definir, através de regressdo multilinear e linear qual o sistema de reacdes metabdlicas da

fermentagdo em estudo;

- Determinar a duracdo da fase exponencial de crescimento do microrganismo usado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ETANOL

O uso do etanol como combustivel se iniciou na Europa na época da Segunda Guerra
Mundial. De 1939 a 1945, ocorreu a falta da gasolina, o que fez necessaria a substitui¢cdo
deste combustivel por alcool etilico, porém no final da guerra, pela retomada da importagdo

de gasolina, o combustivel perdeu sua importancia (LIMA, BASSO E AMORIM, 2001).

No Brasil, o uso do etanol como combustivel ganhou importancia através do Programa
Nacional do Alcool — PROALCOOL, instituido através do decreto N° 76.593 de 14 de
Novembro de 1975 pelo Governo Federal. Desde entdo o investimento em pesquisa €

desenvolvimento tem elevado continuamente as produtividades agricola e industrial.

O principal uso do etanol ¢ como combustivel liquido, misturado a gasolina ou usado
como insumo na fabricagdo de aditivo a gasolina (o etil terc butil éter - ETBE, derivado do
petroleo, tem sido proibido pelo risco de contaminacao de aguas subterraneas). O uso como
combustivel (na propor¢ao de 20% a 100%) € praticamente exclusivo do Brasil e dos Estados
Unidos, enquanto o uso como aditivo (2% a 10%) ocorre nos EUA, Europa, india e China,

entre outros paises (BASTOS, 2007).

O etanol ¢ uma substancia organica obtida por meio da fermentacdo de agucares,
hidratacdo do etileno (hidrocarboneto alceno) ou redugdo ao acetaldeido. Possui como

formula quimica C;HsOH, e também pode ser chamado de 4lcool etilico.

O alcool pode ser produzido por trés vias: destilatoria (a partir de fermentacdes de
residuos semi-sélidos das vinicolas), por via sintética (a partir dos hidrocarbonetos
insaturados, como eteno, etino, de gases de petréleo e da hulha) e a via fermentativa. Na via
fermentativa a levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ a principal responsavel pela fermentacao
do substrato e consequente produgdo de alcool. A fermentagdo da sacarose na producdo de
alcool e sua degradacdo podem ser feita por leveduras ou ainda por microrganismos

contaminantes (MOREIRA et al., 2008).

No pais, podem-se considerar dois tipos de destilarias de &lcool: as anexas e as
auténomas. As primeiras sdo parte integrante de uma usina de agucar, podendo utilizar o

caldo ou méis e as segundas sao independentes com matéria prima propria (CAMPOS, 1980).

O etanol tem sido considerado uma alternativa para diminuir problemas ambientais e

energéticos no mundo, em razdo da escassez e alta dos pregos dos combustiveis fosseis e da
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populagdo causada por estes. Comparado com combustiveis fosseis, o etanol apresenta as

vantagens de ser uma fonte renovavel de energia, que contribui com a reducdo das emissdes

de dioxido de carbono (PACHECO, 2010).

As matérias-primas para producao de etanol no mundo sdo as mais diversas, incluindo
melago de cana de acgtcar, caldo de cana, mandioca, graos, madeira, residuos de agricultura,

palha, residuos domésticos, urbanos e industriais (LIMA, BASSO E AMORIM, 2001).

2.2 MATERIAS-PRIMAS PARA OBTENCAO DE ETANOL
A producao de bioetanol ¢ efetuada em bases comerciais por duas rotas tecnoldgicas:

a) A partir de matérias-primas doces, diretamente fermentaveis, como a cana-de-

acucar e a beterraba agucareira;

b) A partir de matérias-primas amilaceas, como o milho e o trigo, cujo amido deve

ser convertido em agucares (sacarificado) antes da fermentacao.

Uma terceira rota, utilizando a biomassa disponivel em materiais como o bagaco e a
palha, hidrolisando as cadeias celuldsicas e produzindo uma solugao fermentavel de agucares,

vem apresentando grande interesse gracas ao baixo custo da matéria-prima.

O Fluxograma 1 apresenta o processamento dos trés tipos de matérias-primas citadas
acima. O fluxograma mostra que a produgdo de etanol utilizando a biomassa agucarada nao
necessita da etapa de hidrolise, fato que torna esse tipo de rota mais simples e com melhor

balango energético.
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Fluxograma 1: Rotas tecnologicas para a producao de bioetanol

Biomassa agucarada Biomassa amilacea Biomassa celulésica
(cana, beterraba) (milho, trigo, mandioca) (em desenvolvimento)

Trituracao [ Trituracao }

Extragao por + +

pressao ou difusdo
I e Hidrdlise acida ou

l Hidrélise enzimatica ’ enzimatica ’

y y

Solugédo agucarada fermentavel
{ Fermentacéao J
Destilagéo

Fonte: NOGUEIRA et al., 2008

2.2.1 Biomassa acucarada

A produgdo com base em biomassa acucarada, como ¢ o caso da cana (Figura 1) e da
beterraba, o processo ¢ mais simples, envolvendo menos operacdes unitdrias, uma vez que os
acucares disponiveis na biomassa sdo diretamente fermentaveis, dispensando etapas de
hidrélise, comum nas matérias-primas amilaceas. Simplificadamente, o processo consiste na
extragao dos agtcares (por meio da moagem e/ou da difusdo), que podem seguir diretamente

para a fermentagao.
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Figura 1: Estrutura tipica da cana-de-actcar

Folhas verdes
- \ 3 Palha = Folhas secas e verdes + pontas
\ \ o
/ =2 Palha 140 kg (ms)/t cana

= \ : Agua 65%-=75°
Fibra 8%-14"
Aclcares

Sacarose 10%~17

Colmos Acticares redutores 0,5%-1¢

Fonte: SEABRA, 2008

Dentre as matérias agucaradas costuma-se distinguir as diretamente fermentaveis e as
ndo diretamente fermentaveis. As primeiras sdo as que contém monossacarideos e se limitam
aos sucos de frutas. Sua importancia reside na producao de alcool em bebidas como o vinho e
a cidra. J4 as ndo diretamente fermentaveis sdo as que contém dissacarideos, que fermentam
ap6s uma hidrolise, a qual se d4 o nome de inversao, e que se realiza naturalmente por acao da
invertase, enzima produzida pelo agente de fermentacdo. O dissacarideo sacarose ¢ o
representante mais importante dos componentes da cana de acticar e dos melacos (LIMA,

BASSO E AMORIM, 2001).

2.2.2 Biomassa amilacea

O milho e a cevada sdo exemplos de biomassa amilacea, estes por sua vez, s30 os mais
utilizados na industria de fermentacdo; a batata e a mandioca também sdo matérias-primas que

podem ser citadas para esta mesma finalidade.

A producao de alcool etilico a partir dos residuos da industria da mandioca acena
como uma alternativa para transformar o residuo amilaceo em um produto de valor agregado,
gerando para a induastria ndo so receita como todos os beneficios mercadolégicos de uma
industria limpa. Este amido (Figura 2) ndo ¢ disponivel a levedura alcodlica e necessita de

uma transformac¢do a mono e dissacarideos fermentesciveis, que pode ser realizada utilizando
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amilases no processo de hidrolise. Esta etapa ¢ imprescindivel para disponibilizar os agucares

redutores requeridos a fermentacdo (BRINGHENTI e CABELLO, 2005).

O bioetanol pode ser produzido de milho por meio de dois processos, adotando
moagem Umida ou seca. Apesar de desenvolver-se rapidamente no inicio, o processo de
liberagdo de agucares reduz sua velocidade em pouco tempo, o que pode exigir tempos de
residéncia nos reatores de 48 a 72 horas para alcangar a méxima sacarificagao do amido. Para
reduzir esse tempo de residéncia e o risco de contaminacao, muitas unidades desenvolvem a
sacarificagdo e a fermentacdo de modo simultdneo. Nesse caso, a conversdo a glicose também
¢ diminuida, mas, para os processos que utilizam o backsetting, os agucares ndo convertidos
ganham com o reciclo mais uma oportunidade de serem aproveitados. Como no caso do
bioetanol de cana, na fermentagdo, a glicose ¢ transformada em bioetanol pela agdo da

levedura Saccharomyces cerevisiae € o vinho produzido segue para a destilacio (NOGUEIRA

et al., 2008).

Figura 2: A estrutura do amido (amilose)

HO?, OH 0
.CH,OH

QO

CH,0H
HO.

\
HO O

s

Unidades de D-glicose ligadas (a.1->4)

Fonte: LEHNINGHER, NEX e COX, 1995

2.2.3 Biomassa lignoceluldsica

Materiais lignoceluldsicos, como o bagago de cana-de-agucar (Figura 3), sdo os mais
abundantes complexos organicos de carbono na forma de biomassa de planta e consistem

principalmente de trés componentes: celulose, hemicelulose e lignina (BADHAN et al.,

2007).

A fabricacdo do etanol com base nessas fontes ¢ possivel, mas exigira o dominio de

processos e tecnologias ainda ndo completamente dominados e desenvolvidos no mundo, no
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nivel comercial. A conversdo da celulose e da hemicelulose em etanol ¢ possivel, mas os
processos sdo caros ¢ complexos. Essas tecnologias correspondem aos processos de hidrolise
acida (processo quimico) ou enzimatica (processo biotecnologico), para chegar aos agucares

e, depois, por fermentacdo, produzir o etanol propriamente dito (BASTOS, 2007).

Figura 3: Esquema ilustrativo da formacao da celulose

CHOH CHOH - OH
0 0
OH
OH 0
OH o ° OH CH,OH

Fonte: Klock, et al.,(2005)

2.3  MANDIOCA DOCE

A mandioca (Manihot esculenta Crantz), espécie da familia Euforbiaceae ¢ uma
espécie domesticada pelas populagdes pré-colombianas ha cerca de seis a sete mil anos atrés,
com o objetivo de armazenar amido nas raizes e ser multiplicada vegetativamente. O processo
seletivo foi tdo eficiente que a mandioca tornou-se a base alimentar de varias populagdes
indigenas e, complementar para outras. Até os dias de hoje desempenha importante papel
socio-econdmico em Varios paises tropicais, principalmente na Africa e na América (FAO,

2011).

Atualmente, vém recebendo amplo destaque entre pesquisadores e produtores de
mandioca do Brasil ¢ do mundo, o cultivar de mandioca popularmente conhecidos como
mandioca agucarada ou mandiocaba (Fotografia 1), que armazenam agucares livres em suas
raizes de reserva e ndo somente amido, como a grande maioria cultivada comercialmente. O
acumulo de grandes quantidades de glicose devido a adaptagdo das células do parénquima de
reserva que antes acumulavam amido ¢ a maior diferenca entre a mandioca agucarada e os
outros cultivares (CARVALHO et al. 2004; CARVALHO, CABRAL ¢ CAMPOS, 2000;
VIEIRA, 2011).
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Fotografia 1: Raiz de mandiocaba

Esta matéria-prima evidencia o seguinte potencial de produ¢do na industria: xarope de
glicose, sem a necessidade da hidrélise do amido; amido com variabilidade na proporgao
amilose/amilopectina; bebidas fermentadas; e alcool combustivel, entre outras utilidades

(CARVALHO et al. 2004; CARVALHO et al. 2000).

Esta variedade de mandioca descoberta na regido amazonica pode tornar o processo de
producdo de bioetanol mais lucrativo. Por conter grande quantidade de aglicares na raiz e

menor quantidade de amido, reduz a etapa de hidrolise do amido na produgao de alcool.

2.4  FERMENTACAO ALCOOLICA

As origens da fermentagcdo se perdem na historia antiga, talvez até mesmo na pré-
historia. Sabe-se que os antigos egipcios e sumérios tinham conhecimento das técnicas

utilizada para converter os graos de amido em alcool (MCNEIL e HARVEY, 1990).

O termo “fermentagao” ¢ derivado do verbo latim fervere, ferver, assim, descrevendo a
aparéncia da acdo da levedura em extratos de frutos ou de cereais maltados. O aparecimento
de ebulicdo ¢ devido a producgdo de bolhas de diéxido de carbono causadas pelo catabolismo

anaerobico dos agtcares presentes no extrato (STANBURY, WHITAKER e HALL, 1995).

A fermentagdo alcoolica € um processo anaerdbico que ocorre com a transformagao de
acucares, em etanol e CO2, catalisado por enzimas. Este processo ¢ realizado principalmente
por leveduras, em nivel citoplasmatico, com o objetivo de produzir energia, a qual sera
empregada na realizagdo de suas atividades fisiologicas, e ainda para seu crescimento e
reproducao, sendo, o etanol, tdo somente, um subproduto desse processo. Pasteur definiu este

processo como “vida sem ar”’ (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001; WENDHAUSEN, 1998).
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A transformagdo do agucar (glicose) em etanol e CO, envolvem 12 reacdes em
sequencia ordenada, cada qual catalisada por uma enzima especifica. Tal aparato enzimatico
estd confinado no citoplasma celular, sendo, portanto nessa regido da célula que a
fermentagdo alcoodlica se processa. Essas enzimas, referidas como glicoliticas, sofrem acdes
de diversos fatores (nutrientes, minerais, vitaminas, inibidores, substiancias do proprio
metabolismo, pH, temperaturas e outros), alguns que estimulam e outros que reprimem a acao
enzimatica, afetando o desempenho do processo fermentativo conduzido pelas leveduras

(LIMA, BASSO e AMORIM, 2001).

Existem dois ciclos distintos que definem o processo de transformagdo de acucares
soluveis em moléculas menores pela acdo de levedura. O primeiro denominado glicélise tem a
fun¢do de quebrar a molécula de glicose até acido piruvico, através de uma série de reagdes
catalisadas por enzimas especificas, que se situam na parede celular e no interior da célula.
Dois principais modos de utilizacdo de piruvato na producdo de energia podem ser
distinguidos: respiracdo e fermentacdo. Na auséncia de oxigénio (fermentacdo) ha uma
tendéncia para a atuacdo das enzimas piruvato descarboxilase e alcool desidrogenase,
produzindo etanol e agua a partir do acido piravico. Porém na presenca de oxigénio
(respiragao) hd um deslocamento reacional de parte do acido piravico para o ciclo de krebs,

onde este sera oxidado enzimaticamente a dioxido de carbono e agua (SALVATO, 2010).

Os carboidratos considerados substratos para a fermentacdo tanto podem ser
endogenos (constituintes da levedura, como o glicogénio e trealose) como exdgenos
(sacarose, glicose, frutose e outros), estes ultimos fornecidos a levedura (LIMA, BASSO e

AMORIM, 2001).

De forma global, pode-se representar a fermentagdo alcodlica pela equacdo de Gay
Lussac (Equagdo 1), na qual se observa que 1 mol de glicose (180 g) produz 2 moles de etanol
(92 g), 2 moles de didxido de carbono (CO2) (88 g) e 57 kcal de energia (LEHNINGER,
NELSON e COLSON, 1995; KOLB, 2002).

CeH1,0s — 2 C,HsOH +2 CO, + 2 ATP + 57 keal (Eq. 1)

Teoricamente, o rendimento ¢ 0,511 para etanol e 0,489 para CO, em base massica,
utilizando como substrato uma hexose. Dois ATPs (Adenosina trifosfato) produzidos na

glicolise sdo usados na condugdo da biossintese das leveduras, que envolve diversas
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bioreagdes que requerem energia. Portanto, a producao de etanol esta fortemente relacionada
com o crescimento das leveduras, o que significa que leveduras devem ser produzidas como
subproduto. Sem o consumo continuo de ATP pelo crescimento celular, o metabolismo
glicolitico seria interrompido imediatamente, em razao do acumulo intracelular de ATP, que
inibe a fosfofrutoquinase, uma das mais importantes enzimas reguladoras da glicolise (BAI,
ANDERSON e MOO-YOUNG, 2008). A Reacdo 1 apresenta a sequéncia das reagdes
enzimaticas pela fermentacdo alcoolica de carboidratos endogenos (glicogénio e trealose) ou

exdgenos (sacarose € maltose), conduzida por Saccharomyces cerevisae.



Reagdo 1: Sequéncia das reagdes enzimaticas na fermentagdo alcodlica
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Fonte: LIMA; BASSO ¢ AMORIM, 2001

2.5

TIPOS DE PROCESSOS FERMENTATIVOS
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Um aspecto importante durante a fermentacao ¢ o modelo de processo fermentativo

utilizado. A escolha do processo mais adequado dependera das propriedades cinéticas dos

microrganismos e tipo de material a ser fermentado, além dos aspectos econdmicos

(CHANDEL et al., 2007).
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Existem dois tipos basicos de conducdao de processos fermentativos: a fermentacao

continua e a fermentacao descontinua.

2.5.1 Fermentacao continua

O processo continuo de fermentagdo alcoolica pode ser dividido em trés partes:
unidade de tratamento acido, fermentadores e unidade de separagdo de células (centrifugas).
O numero total de dornas de fermentacdo e o volume de cada uma delas tem sido objeto de

estudo de diversos pesquisadores (VIEGAS, 2003).

Este processo ndo sofre interrupgdes, ha a retirada continua do produto a uma vazao
igual a da alimentagdo, permitindo um fluxo continuo, diminuindo assim, o efeito inibitério
do etanol e do substrato, este sistema ¢ representado pela Figura 4, onde S ¢ a alimentacao do
sistema e F a realimentacdo que sai do separador continuo. Esse tipo de processo atinge,

quando bem operado, maior produtividade e rendimento (TOSETTO, 2002).

Figura 4: Sistema de fermentacao continua
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Fonte: SANTOS, 2008

2.5.2 Fermentacao descontinua

A fermentacdo descontinua ou fermentagdo por batelada tem seu modo de operagdo
constituido da inoculagdo com microrganismos da solu¢do nutriente esterilizada no
fermentador no instante inicial e depois incubada, de modo a permitir que a fermentagdo

ocorra sob condi¢gdes 6timas. No decorrer do processo fermentativo nada ¢ adicionado, exceto
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oxigénio, no caso de processos aerdbicos (na forma de ar), antiespumante, e acido ou base

para controle do pH (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001).

Conforme Dias (1982), processos descontinuos consistem em se adicionar certo
volume de células de leveduras a um meio contendo cerca de 100 a 200 g/l de actcar e
nutrientes (geralmente sais de amonio e fosfato). Ao se adicionar as leveduras, inicia-se a
fermentagdo, caracterizada por uma fase inicial, na qual ndo se observa fermentagdo, dai entdo
passando para uma fase onde ndo se observa mais desprendimento de CO;. Este processo todo

¢ realizado industrialmente num periodo de 6 a 15 horas.

Devido a crescente concentracdo de etanol nas dornas de fermentacao, ocorre inibi¢ao
no metabolismo do microrganismo diminuindo a velocidade da reacdo e consequentemente a

produtividade (WENDHAUSEN, 1998).

Além do menor risco de contaminacao, este processo apresenta grande flexibilidade de
operacdo pela possibilidade de utilizagao dos fermentadores para a fabricagdo de diferentes
produtos e por permitir uma melhor condi¢do de controle com relagdo a estabilidade genética
do microrganismo (CARVALHO e SATO, 2001), assim como a capacidade de identificar
todos os materiais relacionados quando se estd desenvolvendo um determinado lote de

produto (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001).

Ao término da atividade fermentativa, o meio fermentado (vinho) ¢ enviado para o
sistema de destilagdo. Os processos de fermentacdo em batelada, geralmente alcangam 92 a
94% do maximo rendimento tedrico e apresentam produtividade em torno de 5 g/l.h (ALVES,

1996).
De acordo com Tosetto (2002) podem ser utilizados dois sistemas neste processo:

a) Sistema de cortes: consiste em realizar inicialmente uma primeira fermentacdo, para em
seguida o volume de mosto fermentado ser dividido em dois reatores, completando ambos

com mosto original, e assim sucessivamente;

b) Sistema de cultura pura ou pé-de-cuba: para cada fermentagdo, utiliza-se de uma cultura

pura, adiciona-se 0 mosto até completar o volume do reator.

De maneira geral, o modo de operagdo de um processo descontinuo ou em batelada

pode ser descrito da seguinte forma (CARVALHO e SATO, 2001):

- no instante inicial, 0 meio contendo os nutrientes (mosto) no fermentador, ou dorna, ¢

inoculado com microrganismos;
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- inicia-se a fermentagdo, propiciando-se condi¢des Otimas para 0 microrganismo agente;

- no decorrer do processo fermentativo, quando necessario, adiciona-se antiespumante,

para dispersao imediata de espuma gerada;

- ao fim da fermentagdo, a dorna (fermentador) ¢ descarregada e o meio fermentado segue

para tratamentos finais;

- a dorna ¢ lavada e recarregada com fermento e mosto, dando inicio a outro ciclo de

fermentacao.

A maior parte dos processos fermentativos utiliza o reator do tipo tanque com agitacao
convencional mecanica, que nada mais ¢ que um eixo vertical contendo diversos agitadores
em forma de pa. O ar estéril ¢ introduzido, geralmente, pela base da dorna e através de
dispersores ¢ distribuido por todo o meio através do sistema de agitacdo. Portanto, a
geometria dos fermentadores deve facilitar a eficdcia da troca gasosa e as caracteristicas finais
deste fermentador deverdo levar em conta os fendmenos de transporte existentes nos

processos biologicos (NEVES, 2006).

2.6  INFLUENCIA DE VARIAVEIS SOBRE A FERMENTACAO ALCOOLICA

A fermentagdo pode ser afetada em termos de rendimento e eficiéncia da conversao de
acucar em alcool, por diversos fatores que podem ser de origem fisica (temperatura, pressao
osmotica), quimica (inibidores, pH, oxigenacdo, nutrientes organicos € minerais) €
microbiologica (linhagem, espécie, contaminacdo bacteriana, concentracdo de leveduras)

(Figura 5) (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001).

Figura 5: Variaveis que podem influenciar no processo fermentativo
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Fonte: EUROTHERM, 2012
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2.6.1 Efeito da temperatura

O efeito da temperatura no processo tem se mostrado como um importante fator a ser
estudado para a otimizagdo e aumento da produtividade em destilarias de alcool. Segundo
Menezes (1980) e Lima, Basso e Amorim (2001) as temperaturas Otimas recomendadas
situam-se na faixa de 26 a 35°C. Temperaturas inferiores ao limite retardam a fermentacao e
temperaturas superiores ocasionam a evaporagao do alcool e favorecem o aparecimento de
contaminacdes. A medida que a temperatura aumenta, a contaminagdo bacteriana é favorecida
e a levedura fica mais sensivel a toxidez do etanol. As linhagens industriais de S.cerevisae sao
normalmente resistentes a alta temperatura, mas este fator interfere na viabilidade celular
quando em sinergia com a presenca de etanol ou meio com baixo pH (SILVA FILHO et al.,

2005).

Torija et al., (2003) afirmam que o rendimento alcodlico ¢ maior em temperaturas
mais baixas (15 a 20°C), porém requer um tempo maior para se alcangar a produgdo maxima.
Quando a temperatura do biorreator ¢ de 25°C a 31°C a taxa inicial de fermentacao ¢ maior,

mas em temperaturas maiores que 35°C decresce a viabilidade celular.

Phisalaphong, Srirattana e Tanthapanichakoon (2006), em seu estudo sobre a investigagdo do
efeito da temperatura nos parametros cinéticos da fermentacao alcoodlica, utilizando a levedura
S. cerevisiae M30, em solugdes de agtcar redutor (17-22% (p/)) produzidas a partir de
melaco de cana; encontraram que a produgdo de etanol e biomassa, passando de uma
temperatura de fermentagcdo de 30 para 33°C, aumentavam; porém acima de 35°C, estas

voltavam a diminuir (Gréfico 1).

Grafico 1: Influéncia da temperatura na fermentacao alcodlica
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Resultados experimentais e¢ simulagdo, de células, aglicar redutor e concentracdo de etanol em
diferentes temperaturas de operacdo; as linhas correspondem a simula¢do do modelo enquanto os

pontos correspondem aos dados experimentais de S. cerevisiae M30; crescimento em melago de cana.

A medida que a temperatura aumenta, eleva-se a velocidade da fermentacio, mas
favorece a contaminagdo bacteriana, a0 mesmo tempo em que a levedura fica mais sensivel a
toxidez do alcool, levando a formagao de metabolitos secundérios como o glicerol. Por outro
lado, temperaturas elevadas permitem maior perda de alcool por evaporagdo em dornas
abertas. Tais aspectos justificam o controle da temperatura no processo industrial (LIMA,

BASSO e AMORIM,, 2001).

2.6.2 Efeito do pH

Em relacdo ao pH, sabe-se que as fermentacdes se desenvolvem numa ampla faixa de
valores, sendo adequada a faixa entre 4 e 5. Nos mostos industriais, os valores de pH
geralmente se encontram na faixa de 4,5 a 5,5 (LIMA, BASSO ¢ AMORIM, 2001). A
tolerancia a acidez ¢ outra caracteristica importante para as leveduras industriais (LIMA,
BASSO ¢ AMORIM, 2001), porém, sabe-se que valores muito baixos de pH, além de
ocasionarem perda de nutrientes como nitrogénio e potdssio, aumentam a sensibilidade ao

etanol, aos acidos organicos e ao SO, (GOMES, 1988).

O pH ¢ um fator significativo para as fermentagdes industriais devido a sua
importancia tanto no controle da contaminagdo bacteriana quanto ao seu efeito sobre o

crescimento da levedura, taxa de fermentacao e formagao de subprodutos (SOUZA, 2009).

Embora existam excecgdes, varias generalizacdes uteis podem ser feitas em relacdo a
dependéncia de crescimento microbiano no pH. As bactérias crescem geralmente na faixa de
pH 4,0 — 8,0; as leveduras preferem de 3,0 — 6,0 e as células eucariodticas superiores de 6,5 —
7,5. Como consequéncia, o pH pode ser usado para selecionar preferencialmente a levedura
sobre as bactérias e, por vezes, para ajudar na manuten¢do de um ambiente com a
susceptibilidade a contaminacao minima. Por exemplo, uma fermentacao de leveduras, a pH 3

¢ improvavel que o meio fique contaminado com bactérias (McNEIL e HARVEY, 1990).
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2.6.3 Nutrientes

As leveduras sdo microrganismos saprofitas que exigem uma fonte de carbono
elaborada — glicose ou outro acticar — que fornece a energia quimica e o esqueleto carbonico
de suas estruturas celulares, constituidas predominantemente de carbono, oxigénio e
hidrogénio. Algumas vitaminas, como tiamina e acido pantoténico, também sao exigidas. O
meio deve, igualmente, fornecer nitrogénio, fosforo, enxofre, potdssio, magnésio, calcio,
zinco, manganés, cobre, ferro, cobalto, iodo e outros elementos em quantidades diminutas

(LIMA, BASSO e AMORIM, 2001).

Além de carbono e nitrogénio, os microrganismos exigem uma série de outros
elementos, sob a forma de compostos inorganicos. Alguns sdo necessarios em quantidades
apreciaveis — macronutrientes- enquanto que outros sdo necessarios apenas tracos —
micronutrientes. Dentre os primeiros destaca-se o fosforo, sob a forma de fosfatos, importante
no metabolismo energético e na sintese de acidos nucléicos; o enxofre, necessario por fazer
parte de aminoacidos como cistina e cisteina e para a sintese de vitaminas como a biotina e
tiamina; o potassio, ativador de enzimas e regulador da pressdo osmdtica; ¢ o0 magnésio que
desempenha um importante papel no crescimento da levedura, como co-fator em muitas

reacoes metabodlicas (CARVALHO et al., 2007).

2.6.4 Contaminacio por bactérias

A contaminag¢do bacteriana ¢ certamente um dos fatores preponderantes dentre aqueles
que podem afetar a fermentagao alcodlica, pois esta sempre presente em processos industriais

de producao de etanol por via fermentativa (NOBRE, HORI e ALCARDE, 2007).

As leveduras da fermentagdo alcodlica competem pelo substrato com bactérias que
normalmente habitam as dornas. Um processo de fermentacdo considerado relativamente
sadio apresenta niveis de bactéria proximos a 10° células/mL (ANDRIETTA,

STECKELBERG e ANDRIETTA, 2006).

Na tentativa de controle dos contaminantes da fermentagao alcodlica, diversas praticas
envolvendo a utilizagdo de agentes antimicrobianos sdo utilizadas, sendo que a aplicagdo de
acido sulfurico no preparo de pé-de-cuba ¢ a pratica mais utilizada e possibilita redugdes de

até 44,56% na populagdo de bactérias contaminantes (GALLO, 1990).
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A fermentacdo industrial, pela dimensao do processo se torna dificil de ser conduzida
em condicdes ideais de assepsia e, por isto, a contaminagdo bacteriana, principalmente de
Lactobacillus e Bacillus, esta sempre presente e dependendo de sua intensidade, compromete
o rendimento do processo fermentativo. As altas temperaturas de fermentacao favorecem a
contaminagdo bacteriana, o aumento do tempo de fermentacdo e o estresse da levedura. A
contamina¢do bacteriana associa-se ao aumento da formacgao de acido lactico e, embora nao
haja uma confirmacao definitiva sobre a causa da floculacdo da levedura, considera-se, na
industria, que esta contaminacao ¢ a principal responsavel pelos problemas encontrados na

fermentacgao alcodlica (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001).

2.6.5 Concentrag¢ao do indculo

Elevadas concentragdes de indculo na dorna permitem fermentagdes mais rapidas,
seguidas pelo aumento da temperatura, assim com maior produtividade e maior controle sobre
as bactérias contaminantes, além de restringir o crescimento da propria levedura. Por outro
lado, o elevado teor de levedura exige energia de manuten¢ao maior, isto €, maior consumo de
acgucar para manter as células vivas. Como consequéncia, resulta em maior competicao pelos
nutrientes do meio, minerais ¢ vitaminas, diminuindo a viabilidade do fermento. Portanto, é
importante existir um teor 6timo de levedura na dorna, dependendo das condigdes especiais

do processo industrial (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001).

Fermento desidratado produzido em destilarias ¢ amplamente utilizado como fonte de
in6éculo para a producdo de etanol. A levedura seca ativa ¢ uma cultura especial de
Saccharomyces cerevisiae que ¢ descrito assim, por ser seco em escala industrial com pouca
perda de volatilidade, embora a viabilidade diminua durante o armazenamento (REED, 1973).
Para fermentagdes, um inoculo de 0,5 g/l de levedura seca (5-10 x 10° células cm™) &
recomendado, e uma fase “lag” de varias horas pode ser observada antes que as células que as
células propagem uma populagdo para que uma fermentacao vigorosa possa ocorrer (LYONS,

1981).

Segundo Bryan e Silman (1991), a fase “lag” verdadeira antes da produ¢ao de etanol
comegar, corresponde aproximadamente ao tempo para as c€lulas de levedura desidratados se
reidratarem e tornarem-se completamente dispersas e como resultado de seus estudos
concluiram que uma fase “lag” de cerca de 15 minutos foi necessaria para a levedura seca

retomar o crescimento e produzir etanol.
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Strehaiano, Mota ¢ Gomes, (1983) conduziram um trabalho com o objetivo de
observar a influéncia do nivel de in6culo sobre o rendimento fermentativo e propor¢ao de
crescimento. Concluiram que o nivel de 2% proporciona longo tempo de fermentagdo, alta
produgdo de biomassa e bom crescimento especifico; com o nivel de 10% houve redugdo do

tempo de fermentacdo e a fase lag foi bastante reduzida.

2.6.6 Concentracao do Substrato

O aumento da concentragdo de agucares, consequentemente eleva a velocidade de
fermentagdo, resultando em perdas da atividade de transporte de agtcar, produzindo menos
alcool. O estresse induzido pelo aumento da osmolaridade externa leva a redugdo em
crescimento e perda da viabilidade das células das leveduras, devido as perturbacdes no
gradiente osmotico através da membrana plasmatica. Isto leva, por sua vez, a perdas em
volume das células que se contraem por causa de diferengas em pressao osmotica entre o

exterior e o interior das células (SOUZA, 2009).

2.7  LEVEDURAS

As leveduras sdo os microrganismos mais importantes na obteng¢ao do alcool por via
fermentativa. Fazem parte do grupo de ascomicetos denominados fungos superiores € sao
unicelulares, eucarioticos, heterotroficos. Em geral sdo maiores que as bactérias, possuem
quase sempre formas arredondadas, ovais ou elipticas; porém variam consideravelmente no
que se refere a suas dimensdes, com limites desde 1 a 5 um de largura ¢ 5 a 12 um de

comprimento (PELCZAR, REID e CHAN, 1980).

Os processos industriais de fermentagdo alcodlica utilizam quase em sua maioria 0s
microrganismos de género Saccharomyces (Figura 6) para promover a fermentacdo. Estes
microrganismos produzem, em geral, altos rendimentos nos processos de fermentagao
alcodlica (90 a 95% de rendimento) com a formag¢do minima de produtos secundarios,
apresentando ainda grande capacidade de floculagdo e manutengdo da viabilidade

(WENDHAUSEN, 1998).
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Figura 6: Célula de levedura (Saccharomyces cerevisiae)
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Fonte: NAKANO, 2000.

Devido a importancia econdémica dos processos biotecnologicos envolvendo a
levedura Saccharomyces, quer na panificagdo, na produgdo de cerveja, vinho e outras bebidas
alcodlicas, quer, como no caso do Brasil, na producdo de um combustivel alternativo e
renovavel, tal organismo pode ser considerado o eucariotico (célula com nucleo organizado e
processo metabdlicos compartimentizados) mais estudado e cujo metabolismo ¢ o mais
conhecido. Mesmo assim o homem ainda se maravilha com as descobertas sobre os

mecanismos de regulacdo metabolica, em leveduras (LIMA, BASTOS e AMORIM, 2001).

A levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ um microrganismo atrativo de se trabalhar por
ser ndo-patogénico, ¢ devido a sua longa historia de aplicagdo na producao de produtos
consumiveis como o etanol e o pdo. Ela foi classificada como microrganismo geralmente
considerado seguro (GRAS — generally regarded as safe) (OSTERGAARD, OLSSON e
NIELSEN, 2000).

2.8 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Nos ultimos anos, as ferramentas quimiométricas tém sido frequentemente aplicadas
para a otimizacao dos métodos analiticos, considerando-se as suas vantagens, tais como uma
redu¢do no numero de experiéncias que necessitam de ser executado, resultando em menor
consumo de reagente e trabalho de laboratorio consideravelmente menor (FERREIRA et al.,

2007).
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Box ¢ Behnken em 1960 desenvolveram um novo arranjo de trés niveis (3%) para o
estudo da quantificacdo de variaveis, em um planejamento de experimentos. Esse arranjo ¢
formado pela combinagdo fatorial 2 ¢ um delineamento de bloco incompleto, o que resulta

em um projeto que faz uso eficiente das unidades experimentais e que também ¢ rotacional

(MASON, GUNST e HESS, 1989).

O numero de experimentos necessarios para o desenvolvimento do planejamento de
Box e Behnken (PBB) ¢ definido através da Equacao 2, onde N ¢ o nimero de experimentos,

k é o numero de variaveis, e Cy € o nimero de pontos centrais (FERREIRA et al., 2007).

N =2k(k— 1) + Cq (Eq. 2)

O PBB diferencia-se do planejamento composto central (PCC), porque ndo contém
pontos nos extremos da regido cubica, criado pelos dois niveis fatorial, e contém um ponto
central (MASON, GUNST e HESS, 1989) (Figura 7); e possui maior eficiéncia, ja que a
eficiéncia de um planejamento ¢ definida pela divisdo entre o numero de coeficientes
estimados pelo modelo e o nimero de experimentos (FERREIRA et al., 2007). A Tabela 1

mostra a eficiéncia dos planejamentos PBB e PCC.

Figura 7: Grafico prismatico
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Fonte: Campana et al., 1997
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Tabela 1: Comparagdo da eficiéncia dos planejamentos PBB e PCC

Numero de N
Varidveis (k) | oljil":zril:l:;)eg?p) Experimentos (V) Eficiéncia (o/N)
PCC PBB PCC PBB
2 6 9 - 0,67 -
3 10 15 13 0,67 0,77
4 15 25 25 0,6 0,6
5 21 43 41 0,49 0,61
6 28 77 61 0,36 0,46
7 36 143 85 0,25 0,42
8 45 273 113 0,16 0,4

Fonte: FERREIRA et al., 2007

Segundo Ferreira et al. (2007) Box-Behnken ¢ um bom planejamento para a
metodologia de superficie de resposta, pois permite: (i) a estimativa dos parametros do
modelo quadratico, (ii) construgdo de projetos sequenciais, (iii) a detec¢ao de falta de ajuste

do modelo, e (iv) utilizagdo de blocos.

2.9  ESTUDO CINETICO DA FERMENTACAO ALCOOLICA

O objetivo basico do estudo da cinética de processos microbianos ¢ o de quantificar a
taxa de crescimento celular, de consumo de substrato e formagdo de produtos e demais
pardmetros relacionados, além de avaliar a influéncia de fatores externos como pH,
temperatura, inibidores, etc. nestas taxas. No caso da fermentacdo alcodlica, estes valores sao
essenciais para se projetar adequadamente uma unidade industrial de produgdo de etanol

(VIEGAS, 2003).

A complexidade da descricdo cinética que ¢ requerida e apropriada depende das
situacdes fisicas e da aplicagdo pretendida. Nao € possivel a formulacdo de um modelo que
inclua todas as caracteristicas e detalhes celulares. O modelo deve ser formulado a partir de
algumas aproximacoes. Primeiramente, com respeito ao meio, ¢ pratica comum formular o
meio de crescimento a fim de que um componente esteja em alta concentracdo, de forma que
a alteracdo nas concentragdes dos demais ndo afetem as reacdes globais. Assim um nutriente
toma-se limitante e ¢ necessario considerar apenas a concentracao deste componente quando
for analisado o efeito da composicao do meio na cinética de crescimento. Ocasionalmente €
necessario incluir outros componentes do meio, tal como um produto inibidor que se acumula

no meio. Com respeito aos outros parametros do meio, frequentemente ¢ razodvel assumir que
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mudancgas nestes parametros ndo afetem significativamente a cinética microbiana

(STREMEL, 2001).

No decorrer da fermentagdo alcoolica, o rendimento de biomassa diminui com o
aumento da concentragdo de etanol, indicando uma relacao entre o rendimento da biomassa e
a inibicdo pelo produto. O etanol comeca a ter efeito inibitorio na taxa de crescimento celular
acima de 15 g/L, o crescimento celular ¢ totalmente inibido quando a concentragdo atinge 115

g/L (THATIPALAMA, ROHANI e HILL, 1992; LUONG, 1985; FERREIRA, 1998).

Thatipalama, Rohani e Hill (1992), propuseram o modelo descrito pela Equagao 3.

U= HUmax (M) (Eq. 3)

Smax— Smin

Sendo: Spax € a maxima concentragdo de substrato acima da qual ndo existe

crescimento celular e S, a concentragdo onde se inicia o efeito de inibigao.

Sablayrolles e Barre (1993) utilizaram a determinagdo do géas carbonico por pesagem
em intervalos de tempo, para monitorar e calcular dados cinéticos da fermentagdo. Neste
estudo demonstraram que em fermentagdes sob diversas condi¢des isotérmicas essa relagao
varia com as diferentes temperaturas estudadas (16 a 30 C°). A validade desta metodologia

para monitorar a fermentagao foi demonstrada por El Haloui et al., (1989).

Bryan e Silman (1991) utilizando levedura seca comercial (Saccharomyces cerevisiae)
como in6culo mostraram que foi requerida uma lag fase de apenas 15 minutos para que a
levedura seca iniciasse o crescimento e produgdo de etanol. Esses mesmos autores relataram
que a concentragdo de etanol pode ser estimada com precisdo através da perda de massa

durante a fermentagdo, com pré-saturacao do meio com CO, antes do manuseio.

Bely, Sablayrolles e Barre (1990), explicam que a taxa de produgdo de CO; ¢ obtida
por acompanhamento polinomial e que as numerosas medidas da evolucdo do CO, e a
precisao da pesagem (0,1 ou 0,01g) permitem obter a taxa de produgdao de CO, com boa
precisdo. Esses autores propdem que a curva de producdo de CO, possa ter diversas
aplicacdes Uteis e significativas. O valor méximo desta taxa fornece uma informagao
preliminar sobre a fermentabilidade do mosto. A curva de CO, pode ser usada para predicao

da cinética especialmente em fermentagdes.
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Moulin, Boze e Galzy (1980), propuseram duas diferentes expressdes para representar
a inibi¢do pelo substrato, a primeira delas para S > 100 g/LL e P < 32 g/L (Equacdo 4) ¢ a
segunda para S > 100 g/L e P > 32 g/L (Equagao 5).

u= ‘ul[Kl(S—IOO)] (Eq. 4)

U= ‘ul[Kl(S—IOO)][KZ(S—100)P] (Eq 5)

Em que: K; e K; sdo constantes empiricas e p; possui dependéncia exponencial com o

produto (P).

Tosetto (2002) analisou o comportamento cinético da cepa de levedura Y904 em nove
diferentes matérias-primas provenientes de unidades produtoras de agucar e alcool. Estudou-
se as cinéticas de producdo de etanol, células e de consumo de substrato, assim como o
desempenho da cepa em cada matéria-prima com relagdo a produtividade e rendimento em
etanol. Para a avaliagdo cinética, foram utilizados seis modelos do tipo ndo estruturado. Os
que mais se adequaram aos dados experimentais foram os modelos de Ghose e Thyagi (1979),
representado pela Equagdo 6 e o de Jin, Chiang e Wang (1981), dado pela Equacao 7, citados
em Tosetto (2002).

= , P 6

H ﬂmax S+Ks+S2/Kq (1_ Pmax) ( )
S

U= Umaxexp(—K P — K;,5) (m) (7)

Esse modelo descrito por Jin, Chiang e Wang (1981), leva em consideragao o efeito do

substrato limitante (Ks), inibicdo pelo substrato (K;) e inibicdo pelo produto exponencial
(Pméx)~

Levenspiel (1980) generalizou uma equagdo matematica para o crescimento celular
contendo um termo para inibi¢do pelo produto, além de levar em consideragdao o efeito do

substrato limitante (Ks), dada pela Equagao 8.
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T = UX = [max [1 - %]n [Kj— S]X (3)

Em que P, ¢ a concentragdo limite do produto inibidor. Para uma concentra¢ao de P
bem menor que o valor de Py, a Equagdo 8 se reduz a Equacao 9, que ¢ equivalente a cinética

de Monod (LEVENSPIEL, 1980).

]X 9)

A multiplicidade de modelos cinéticos que descrevem o crescimento microbiano se
deve ao fato de que eles sdo construidos para uma levedura especifica, em condi¢des

experimentais pré-definidas (DOURADO et al., 1987).

Vasconcelos, Pinto e Silva (1992) realizaram vdarios ensaios € observaram que a
velocidade especifica de producdo de etanol esteve vinculada a velocidade especifica de
crescimento microbiano nao causou a diminuicao da velocidade especifica de producdo de
etanol, mostrando que as mesmas nao estdo mais associadas. Estes autores testaram dez
modelos cinéticos para o processo de fermentacdo alcodlica industrial em batelada alimentada
e concluiram que o modelo de Ghose e Thyagi (1979) foi o que apresentou os melhores

ajustes dos dados experimentais.

2.10 MODELAGEM MATEMATICA NOS PROCESSOS FERMENTATIVOS

Um modelo matemadtico ¢ um conjunto de relagdes entre as varidveis em um sistema
em estudo e geralmente pode predizer as varidveis de saida e o estado do sistema a partir das
variaveis de entrada. Estas relagdes sdao normalmente expressas na forma de equacdes
matematicas, mas também podem ser especificadas como expressoes ldgicas (ou relagdes de
causa/efeito), as quais sdo usadas na operagdo de um processo. Assim, as equagdes de balanco
especificam como os materiais fluem dentro e fora do volume de controle e como sdo
convertidos no interior deste volume. Essa conversdo interna no volume de controle ¢
representada pela equacdo de taxa (também chamada de cinética) e, juntamente com o

balango de massa, especificam o modelo completo (NIELSEN, et al., 2003).
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Do ponto de vista da engenharia bioquimica, o desenvolvimento da modelagem
matematica dos processos fermentativos permite atingir, entre outros, os seguintes objetivos:
organizar informagdes desconexas a respeito dos fendomenos bioldgicos num conjunto
coerente; pensar (e calcular) logicamente a respeito de quais componentes e interagdes sao
importantes num sistema complexo; descobrir novas estratégias para explicar o
comportamento das células submetidas a determinados ambientes; corrigir falhas
eventualmente existentes no entendimento convencionado de determinados fendmenos e,
finalmente, entender as caracteristicas qualitativamente essenciais de determinados processos

(BAILEY, 1998).

Os processos fermentativos incorporam uma série de caracteristicas que os
diferenciam dos processos quimicos, o que pode explicar as dificuldades encontradas na
formulacao de modelos matematicos que representam adequadamente estes processos, ao
contrario do que ocorre com 0s processos quimicos convencionais. Entre essas caracteristicas
podem ser citadas as seguintes: baixas concentracdes e velocidades de reacao, como resultado
da utiliza¢do de um meio diluido; complexidade da mistura reagente e capacidade do sistema
(células microbianas) de sintetizar seu proprio catalisador; conhecimento insuficiente de
varios dos fendmenos limitantes das velocidades de produgdao e falta de sensores para
automagdo on-line; problemas de esterilidade, seguranca e eventualmente da toxidade dos

processos fermentativos (ENGASSER, 1988).

Classificacdo dos modelos matemadticos

Existem diversas classificacdes dos modelos matematicos apresentados por varios
autores, para Schwaab e Pinto (2007), o modelo pode ser apresentado de diversas formas, a
depender do propdsito do pesquisador, das limitacdes das observagdes experimentais ¢ da

complexidade do fendmeno a ser investigado.

Para Lima, Bastos ¢ Amorim (2001), essa classificacao ¢ definida por dois grandes

grupos de modelos matematicos de processos fermentativos a seguir.

Modelos fenomenoldgicos: baseiam-se na formulacdo de hipdteses e correlagdes
tedricas ou empiricas para explicar os fendmenos e o comportamento das variaveis do

processo observado experimentalmente.

Sao constituidos por equagdes de balanco ou de conservagdo (de massa, de energia ou

de quantidade de movimento, ou seja, os chamados principios fundamentais), equagdes de
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velocidade (como, por exemplo, expressdes cinéticas que descrevem a geragdo ou consumo
de espécies dentro do sistema) e equagdes termodindmicas, que relacionam propriedades
termodinamicas do sistema (pressdo, temperatura, densidade e concentracdo). As equagdes

cinéticas sdo denominadas modelos cinéticos.

Os modelos cinéticos de processos fermentativos podem ser classificados quanto ao

nimero de componentes usados na representacao celular em dois tipos:

- Modelos ndo estruturados: o microrganismo € visto como uma espécie reagente simples,
possivelmente com uma composi¢ao quimica fixa, sem considerar variagdes nos componentes

intracelulares;

- Modelos estruturados: as células sdo descritas com maiores detalhes, considerando, por
exemplo, componentes intracelulares, permitindo descrever o estado das células e sua

adaptacao as mudancas do meio ambiente.

Quanto a heterogeneidade da populagdao microbiana os modelos cinéticos podem ser

classificados em:

- Modelos ndo segregados: a populacao ¢ considerada homogénea, isto ¢, todas as células

apresentam o mesmo comportamento.

- Modelos segregados: as células sdo consideradas discretas, como individuos de uma

populagdo heterogénea, com distribuigao de idade, de tamanho e de propriedades celulares.

Modelos entrada e saida (ou empiricos): estabelecem relagdes empiricas para
correlacionar o efeito de variagdes nas varidveis de entrada ou manipuléveis: (caso, por
exemplo, das concentragdes iniciais em sistemas operados em batelada ou das concentragdes
de vazdes de alimentacdo dos sistemas operados em forma continua) nos valores das variaveis
de saida ou medidas do processo (caso do perfil de concentragdes possiveis de serem medidas

no interior do biorreator, ou no seu efluente ao longo do tempo).

O tipo de modelo mais encontrado na literatura para descrever a fermentacao alcoolica
¢ do tipo ndo-estruturado e ndo-segregado. Existem varios modelos que representam o
crescimento microbiano, o mais simples deles ¢ o de Monod (Equagdo 10), que considera a
presenca de substrato como limitante para o crescimento e faz uma relagdo entre velocidade
especifica de crescimento do microrganismo (ux) e substrato (ANDRADE, 2007; HAN e
LEVENSPIEL, 1988).
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S
Mx = Mmax- (x g (10)

Sendo, py ¢ a velocidade especifica de crescimento, P,.x @ velocidade maxima
especifica de crescimento, K a constante de saturacdo do substrato, S a concentra¢do do

substrato limitante.

No comego da fermentagdo, onde a concentragdo de substrato € alta, S é muito maior
que K, e desta forma, a velocidade especifica de crescimento atinge um valor maximo, e este

valor perdura durante uma boa fase do processo. Conforme o substrato limitante ¢ consumido,

u se reduz com o tempo (ANDRADE, 2007).
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3 PARTE EXPERIMENTAL
3.1 MANDIOCA DOCE

A matéria-prima foi colhida no municipio d.JCAMETA-PA no més d(d[z imbro d[
2011, apo6s 12 m[s[$ dlplantio (Fotografia 2). Prim[iram nt[/foram [liminadas as raiz[s ou
as por¢dl$ dlstas qullapr[s[ntaram sinais d[Jcontamina¢do microbiana, danos fisicos ou outra
caract[tistica qullpodltiam t(t influéncia nas r($postas do proc(sso, [/ [ s[guida foram
lavadas [ agua corr[nt[ /para a rltirada d[ /mat[rial [stranho (arlia, folhas, [tc.). Em s[guida,
aproximadamnt[1 800 g foram s[parados [Jcongllados para as analis[$ d[caract(tizagdo
fisico-quimica [lo r(stant[Ifoi d[scascado [Icortado com o auxilio d['facas d/Jago inoxidavl[l,
‘m cubos com 2-3 cm d[lar(sta, para facilitar a [xtracdo do caldo através d[/prinsag/m. Os
‘hsaios [Xpltim[ntais foram rlalizados no Laboratorio d[1Oplragd’s d[IS[paracao (LAOS)
da Univ(rsidad[JF[d[tal do Para (UFPA).

Fotografia 2: Raiz d[IMandiocaba com casca [ Is[ m casca

F

.

3.2  CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA RAIZ DE MANDIOCA DOCE
Umidade

O Tlor dl lumidad[foi dt'tminado [m [stufa (Quimis, Q 314 M 122) a 105°C, d[
acordo com o método 925.10 da AOAC (1997).

Cinzas

O tlor dlicinzas foi dlt{tminado através d[/calcinacdo [m mufla (Quimis, Q 318 M
24) a 550°C, sl guindo o método 923.03 da AOAC (1997).
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Proteinas

A andlis[ | foi rlalizada s[guindo o método Kjlldahl d[Jdlttminagdo das protlinas
totais através da mldida d[]nitrogénio, d[]acordo com a mltodologia 920.87 da AOAC
(1997).

Lipidios totais

Foi usado o método dl][xtragdo dlgordura a frio qulutiliza uma mistura d[trés
solvint[$: cloroformio/m!(tanol/agua. A analis! sl gullas rlcom/nda¢dls do método d[ Bligh-
Dy(t (1959). Antls da rlalizacdao da andlis[ o tlor d[Jumidad(/da amostra foi rlduzido para
aproximadam[nt[110%.

Acucares redutores e totais

Foi utilizado o método titulométrico com solu¢d($ d[ IF[hling, d[ lacordo com método

920.183b da AOAC (1997).

N5t método rllativam nt(rapido, uma solugio alcalina d[/Cu”>" na forma d[] um
compl[xo com tartarato ¢ titulada com solucao do agucar rl dutor, formando Cu,O []o 4cido
do agucar. O indicador oxi-rldutor ¢ o azul d[Im(til[no. Uma solucao flrvint[ ¢ usada para
aum/ntar a vllocidad(!da rlacdo dlloxi-rlducdo [Ipara prlvinir a [ntrada d[]oxigénio, qul]
pod[loxidar o azul dlimltillno, plla formacdo do vapor dlJ4gua da [bulicdo. Faz-sluma
primlira titulagdo, na qual ¢ obtido o cont[tido d[Jagucarls totais. Uma s[gunda porcao ¢é
aqulcida com acido conclntrado, qul hidrolisa os agtcar[$ ndo-r[ dutor($ formando acucar(s

rldutor’s. A titulagdo dl$ta sl gunda porcao d/tltmina agucar!s totais (CECCHI, 1999).

Fibras

Foi usado o método fibra [m dltlrg/nt[lacido (FDA) (SILVA [IQUEIROZ, 2002).
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3.3  EXTRACAO DO CALDO DA MANDIOCA DOCE

A [xtracdo do caldo foi flita [m prlhsa ml¢anica, como mostrado na Figura 3, s(ndo
im[diatam[nt[ ] filtrado [Jarmaz/nado [m frascos d[Ipoliltiliho, qul]foram postitiorm/nt’]
congllados a uma tlmplratura dlJaproximadamnt'— 5°C [ fr{Tz[tr com tcial (Ell¢trolux,
H 3000). Um balanco d['massa do proc[sso pod[s[t visto no Fluxograma 2.

Fotografia 3: Extra¢do do caldo d[ /Mandioca doc!
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Fluxograma 2: Balanco d 'massa do procl$so

Pesagem da matéria-prima
(20 kg)

Descascamento
e retirada de danos fisicos

Lavagem
e pesagem (16,7 kg)

Corte das raizes em cubos

Extracao do caldo
(14 Litros)

3.4  CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO CALDO DA MANDIOCA DOCE
Solidos Soluaveis Totais (°Brix)

Analis[Iflita através da 1[itura dir[ta [m r{fratom[fro Abbé (Arlalitic J[an) a 20°C,
sl guindo o método 932.12 da AOAC (1997).

Acidez total titulavel

A analis[ s guiu o procldim[nto do método 942.15 da AOAC (1997).

Potencial hidrogenionico (pH)

Para mldicao do pH foi utilizado pHm tro digital (Handylab, L 7137 A).
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Determinacio de glicose

A glicos[] foi dlttminada pllo método [nzimatico (glicos[oxidasl] []pltoxidasl)
associado a um sistima rivllador d[J flnol-4-aminoflhazona, produzindo um composto
colorido, com llitura [ [$p[ctrofotom!tro a 505 nm, utilizando uma curva d! Icalibracao qu'/
corr/laciona a absorbancia (Abs) com a conclhtracao dlIglicos[(g/L). Para [laboragdo d[$sa
curva, solu¢dls padrao dlglicoslforam prlparadas nas s/ guintls conclntragd’s: 0,15; 0,3;
0,45; 0,6; 0,75; 0,9 [J1 g/L. O rlsultado dlsta andlis[Icorrlspond[la conclntracdao dliglicos!’
(g/L) prls[ntl Ina amostra.

3.5 EXPERIMENTOS DE FERMENTACAO
3.5.1 Testes iniciais da fermentac¢ao do caldo

Inicialm nt[ ] foram flitos [Xplrim(ntos dl] flrmintacdo para d[t[tminacdo da
influéncia da timp/tatura (°C), do pH (adm.) [da conclntragdo d[Jindculo (g/L) na produgdo
d[[tanol.

Para a rlalizacdo dos t[st[s foi aplicado um plan[jam[nto fatorial, ond[ ¢ nl¢[$sario
sl1[cionar um numlto fixo d[ Iniv[is para cada um dos fator(s (variavlis), [ ntdo, rlalizar-s']
os [xp/tim[ntos com todas as possiviis combinagd's d[! nivlis, por [X[mplo, um
planjam/nto d[Idois niv/lis (2k) Ctrés variaviis (k=3), risulta (m oito corridas (2°=8) (BOX,
HUNTER [THUNTER; 1978).

A otimizag@o tomou como baslJo plan[jamnto [xp[rim[ntal d[/Box-Blhnk[h (PBB),
aplicado a procldim[ntos d[]otimizagdo. O mod(lo consistl Ina riplticdo do ponto clntral,
para sl Imldir a variabilidad[|[xp[tim[ntal, mais um conjunto d[ /pontos fatoriais ancorados
no ponto clintral d/finindo a rlgido dllint(t[ss//(BOX [I1BEHNKEN, 1960). O total d[115
corridas [ra diflt[nciado pllos nivlis [m qullcada uma das trés variavlis s[] [ncontrava,

sl guindo a matriz d[ /[ xp[tim[ntos (Tab(la 2).
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Tab[la 2: Dinlfam[nto Fatorial d[/Box-Blhnkn

Ensaio X X> X3
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 -1 -1
11 0 1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

A dlt[tmina¢do dos nivlis d[Jtrabalho (Tablla 3) foi baslada [m dados [ncontrados
na lit[tatura; para a t{mplratura [studos mostram qulla producdo d[] [tanol []biomassa,
passando d[luma timplratura d[/f[rmntacdo d[ 133 para 30°C aum/ntavam; porém acima d[
35°C, [stas voltavam a diminuir sl gundo Phisalaphong, Srirattana [ Tanthapanichakoon
(2005) 'm s [studo sobrlla inv[stigagdo do [flito da timplratura nos param!(tros cinéticos
da flim[ntacdo alcoodlica, utilizando a 1[v[dura S. cerevisiae M30, [Im solu¢d[$ d[]agucar
rldutor (17-22% (p/~)) produzidas a partir d[Imllagco dl]cana. Andrad[](2007) buscando o
disnvolviminto dll um mod/lo matimatico qul riprisintassi|a flrml[ntacdo alcoolica,
[studou a influéncia da tlmpltatura nos paramltros cinéticos, utilizando o microrganismo
Saccharomyces cerevisiae 'm um mlio sintético cont[ndo sacaros[1(20 g/L) [Iconcluiu qulla
tol[rancia da S. cerevisiae pllo [tanol [Iconcntracao d[ 'biomassa mostrou s(t alta a 31,2°C,
[Tacima d[stl]valor d[Jtlmplratura, tithdl]a dlerlsclt; também fica claro qulldlsvios dl
timpl[ratura para valorls maior(s d[136,8°C, 1lvam a uma qulda dréastica no crl$cim/nto
microbiano, rlsultando a uma minor formagdo d/produto, consid tando qulla produgdo d[’

[tanol [$ta r[lacionada ao crl$cim[nto.



49

Tab(la 3: Variav(is ind[pnd[nt[$ [Is[us valor[$ codificados

Niveis Temperatura - °C pH inicial Inoéculo — g/L
(X1) (X2) (X3)
-1 25 3,5 1
0 30 4,5 5,5
1 35 5,5 10

Assim, nlstl] [studo como limitl]inflrior foi utilizada a timplratura d[125°C, pois
timp(raturas minor(s aplsar d[| possuirlim bom dls[mpnho [m tlrmos quantitativos,
proporcionam um proc sso flrmlntativo l[nto, caract/tistica ndo aclitav[l [m possivis
aplicacd[$ industriais. No limit(]suplrior a timp(ratura d]trabalho foi a d[]35°C, pois
slgundo Walkr (2000) aplsar d[] [xistirlm mlios fisioldgicos para a rlgulacao da
timp(ratura int[tna da I[vidura, um aum[nto do [strlss(]cllular acontl¢[] promovIhdo
rapido d[¢linio da viabilidad[/do microrganismo, fato qulllxplica a rldu¢do da produtividad(’
nos [xplrim[ntos citados na lit(ratura, quando rlalizados [m t[mp![raturas sup(tiors a 35°C,
sihdo [ntao [stas [vitadas por [starim [ uma faixa ond[]sl[][splta baixo criscim[hto
cllular. O ponto clntral foi d[130°C, qullalém d[s[t a média [ntr[ Jas timp[taturas limitrofls,
corrl$pond[] [xatam[ntl] ao ponto Otimo citado por Phisalaphong, Srirattana []
Tanthapanichakoon (2005). Aplsar da faixa d[125 a 35°C ndo par[¢c(t ampla, [sta pod[Islt
justificada pllo fato qull as l[¥[duras apris/ntam grand[] s[nsibilidad[| para plqulhas
variaco!s d[ 't[mp!ratura.

A variavil pH foi slli¢cionada dlvido plsquisas indicarlm sua influéncia no
crlscim/nto microbiano. Lima, Basso [{Amorim (2001), sug(t[im como m[lhor faixa para o
disinvolvim[nto d[/flrm[nta¢do a qulivai d[14 a 5. Valor(s muito baixos d[/pH, ocasionam
plrda d[Inutrint[$ como nitrogénio [Ipotassio (GOMES, 1998). Em contrapartida valor[$
[lvados (a partir d[15,5 a 6,0) proporcionam a outros microrganismos, como as bactérias,
mlio favorav(l, o qulitorna possivll a complticdo [ntrl][$t[$ [las l[v[duras pllos nutrilntls
prisint’s no mlio, s(hdo [stl] fator prijudicial ao bom dls(hvolvim[nto do proclsso
fitm[ntativo. Partindo d[stls dados os limit($ [stabll1[¢cidos foram d[13,5 a 5,5 (com ponto
clntral 4,5), visando nao trabalhar com limit[s ja [Xcluidos por outros trabalhos p[los motivos

citados ant riorm[nt[]
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A conc/ntragdo dl linoculo foi tomada a partir das informag¢d(s d[Lyons (1981), qul!
rlcomnda um in6culo d00,5 g/L dJ1¥idura sfea (5-10 x 10° células cm™) [] ainda,
consid/fando qul matérias-primas div[tsas possulm composi¢d[$ diflr[nt[$, principalmlntl]
tipo [lconclntracdo d[!substrato. Dlssa forma, [sta variavll foi avaliada numa faixa qul!
compr[hd[lum valor d[11,0 g/L, buscando uma fas['dlladaptagdo mlhor a 10 g/L, para
obtn¢do dlJum int[tvalo mais amplo, com o cuidado d[Indo utilizar um [1lvado tfor d[
1lv[dura, pois [stl][xigiria [nltgia d[Imanutin¢do maior, isto ¢, maior consumo d[Jaglcar

para mant[r as células vivas [lassim r[ dugdo na viabilidad[ do fltm[nto.

Cada [nsaio d[/flrm[ntagcdo foi acompanhado durant( 110 horas. A conc/ntragdo final
dltanol, 'm °GL foi tomada como a variav(l r[sposta do plan{jam[nto [xp[tim[ntal.

Para avaliar a influéncia das variavlis ind[pndintls — conclntracdo do inoculo,
timp(ratura [ pH - sobrlla variav(l dplnd[ntl]tlor alcodlico foi utilizado o softwarl!
Statistica® 7.0.

Para [studar os [flitos individuais [] combinados d[ss[$ fator($, os [xpltim[ntos
foram rlalizados [m dif(t[nt’s combinacd[$ d[$sls paramltros utilizando [Xpltim[ntos

[statisticam[nt[ Iproj[tados.

Os [xplrim[ntos foram conduzidos [m bat/lada num [rl[hm[y[t com volum[Id[1250
mL [m [stufa incubadora DBO (Quimis, Q315 A13). O volum/(Id[cada fltm[ntagdo foi d[!
100 mL, s['m supllm[ntacdo d[/fontl$ min[tais [Jcom ajust[!d[JpH flito com 4cido sulfurico
conclntrado, dJacordo com o planjam[nto apr(s ntado. O pH inicial do caldo [ta d[16,7 []
ap6s a corri¢ao do pH para o valor prid/titminado, a matéria-prima foi past/urizada 'm
béck(r d[1500 mL ablrto a 75°C durant[ 130 minutos, com o objltivo d[/[liminar a microbiota
inds(javil. Em s[guida, o caldo s[guia para a incubadora, nas condi¢d[$ prilstabll1l¢idas
para a fltm[ntagdo.

Com a finalidad[ | d[] acompanhar o dls[nvolvim[nto do proclsso d[| flrm[ntagao
buscou-sl /1[vantar a curva da cinética d[Iproducao dl1CO,, [Ipara isto, foram r(tirados os
(tlthmylts qullcorrspondiam a [nsaios distintos, [m int(tvalos d[Juma hora [stls [ram
ritirados [Iplsados; [$tlIprocldimnto foi rfalizado até o timpo d[110 horas, ou slja, foram
rlalizadas 10 plsag/ns para cada [hsaio. Cada amostra [ra 1[vada a clntrifuga durant(]15
minutos a 3000 rpm (Sigma, 6-15 H), para rltirar as c€lulas [m susplhsdao (Fotografia 4),
'vitando a continuidad/do procisso fltm[ntativo, [1m slguida congllada para a rlalizagao
das dlt[tminac¢d[$ analiticas (Fluxograma 3).



Fotografia 4: Mosto ant[$ [Jd[pois da rtiradas das células da 1[v[dura

Fluxograma 3: Procldim[nto para producao d[//tanol

Caldo de mandiocaba

Correcao do pH
(com H,SO, conc.)

Pasteurizac¢ao (75 °C e 30 min.)

Adicao do in6culo (cepa
LNF PE-2)

Incubac¢io em DBO nas temperaturas
desejadas (durante 10 horas)

Centrifugacio

Destilacao

Determinacao do teor
alcoolico do destilado
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Para a rlalizagdo da flrm[ntagdo foi utilizada a 1[¥/[dura Saccharomyces cerevisiae,
adquirida através d[/doag@o da 'mpr($a LNF Latino Am![ticana, situada [im Blhto Gongalv[s
(RS). Sfgundo a LNF (2012), a c[pa LNF PE-2, como ¢ d'nhominada, apr(s$[nta-s(Isob a
forma s(c¢a, [$tavll [] altam(ntl] conclntrada. Esta cipa foi s[1l¢ionada para o uso na
fitm[ntagdo do mosto dl/cana (qullapr(s[nta caractltistica siin[lhant[/a matéria-prima [m
[studo) [ld[Imllago [m procl[ssos com rl¢iclo total d[Icélulas [Jtlor[s alcodlicos dllaté 15%
(v/v). Suas principais caractl[ tisticas sdo a alta r(sisténcia aos choquls$ d[ipH, a longas paradas
na flrm[ntacdo [Jao proclsso dlir[¢iclo. Também apr(s/nta baixa formacgado d[ I spuma, alta
capacidad(]d[Jimplantagdo [ prldominancia [[1[Vado rindim[nto firm[ntativo (LNF, 2012).
Esta amostra apr($[nta um minimo d[Icélulas vivas d(110.10°UFC/g [165% d[células viav(is.

3.5.2 Analise estatistica dos dados

Sfgundo Montgom(ry (1991), através d[| [xp/tim[ntos [statisticam[ntl] plan(jados
pod[3sl] dltltminar - varidvlis, ou fator(s, do proc[sso qullsdo mais influlntls no(s)
param(tro(s) drlsposta dlJint[r[ss[] - niv(is d[lajustl]das variavlis do proc sso influlnt($
na rlsposta, d[lmodo qulla variabilidad(Ido param[tro d[ r[sposta s[ja minima; - niv(is d[]
ajust( Idas varidv(is influlnt[s do proclsso, dl Imodo qulo valor do rlsultado s(ja préximo do
valor nominal; - niv[is d[ Jajust[Idas variav/is influlnt’s na r(sposta, d[ lmodo qullo [flito das

variav[is ndo controlav(is s(ja r[duzido.

Para facilitar a comprllhsdo dos rlsultados [ncontrados nos [xpltrim[ntos
dltrminados na matriz d[ /plan’jam[nto, foi rlalizada analis/ Id[ lvariancia (ANOVA) com p
> 0,05, [Jtambém a constru¢ao d/lum mod[lo polinomial, qulls(ta avaliado através d[]
fltram[ntas como o grafico dlldistribui¢ao d[probabilidad[ normal, qullplrmit[IsJo mod[lo

proposto ¢ apropriado ou nao.

Sira utilizado o rlcurso da construcdo di ] uma suplrficill d[] risposta, sindo [sta
mltodologia uma coll¢ao dl] técnicas matimaticas [ [statisticas qul| sdo utlis para a
mod[lagim [Janalis[nas aplicacd[$s [m qulla rl$posta dllint(t[$s[Is[ja influlhciada por
muitas variavlis [ o objltivo s[ja otimizar [$sa r(sposta (MONTGOMERY, 2004). O
proclsso dl lotimizagdo contard com a flrram[nta d[s[jabilidad/ iglobal.
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3.5.3 Cinética de fermentacao

Apo6s a dltlrminacdo das mllhor($ condi¢d[$ para o dls[nvolvim[nto do procl$so
fltm[ntativo (itlm 3.5.1), um [nhsaio foi rlalizado com o obj tivo d[ /1 vantar a curva cinética

d[producao dltanol, consumo dos actcar($ [lcrl$cim[nto clular.

Visando um m[nor niv[l d[contamina¢ao microbiana [sta corrida foi rlalizada num
conjunto d[111 [rllam{y(rs d[1250 ml, sfhdo qulicada ri¢ipilntlicorr spondia a um ponto da
cinética dlJdls[nvolvim[nto do microrganismo. O tlmpo d[! fltm[ntacdo foi controlado a

partir da construcao da curva d[ICO,.

Assim, ap6s as corr[¢0[s flitas para at(nhd[r a otimizacdo [xp[tim[ntal (quanto ao pH
[ concintragdo d[]indculo), todos os [tlinmly(ts s[guiram para [stufa incubadora DBO
(Quimis, Q315 A13) na tlmplratura 6tima d(t[tminada. Nos int[tvalos prlistabl1[¢idos um
frasco saia da [stufa incubadora, [/d[stlJuma aliquota d[ 110 ml [ra r(tirado para analis/ d[]
massa slca, a sl guir o ristant[1dlImosto fltmlntado passava plla [tapa dlclntrifuga¢ao
(conform[] dlscrito no itim 3.5.1), visando a rltirada das células dl1[¥v[dura; apos [stl]
tratam[nto foram rlalizadas as d[t[imina¢dls d[lactucar’s [1dlItlor alcodlico. A andlisl1d[]
acucar[s (método DNS) foi rlalizada im[diatam[nt[apds a clntrifugacdo, para cada ponto,
visando o acompanham[nto do final do proclsso fltm[ntativo (conform!|d[scrito no itlm

3.6).

3.6 DETERMINACOES ANALITICAS
Producao do gas carbonico

A producao d[1CO; foi mldida através d!Iplsagins dos frascos d[/flrmintacdo 'm
int[rvalos d[tlfmpo dlJuma hora com o intuito d[Jmonitorar a cinética da flrm[ntagdo. A

difTtnca d['p[so corrl$pond/Ja massa d[JCO, dsprindido.

Determinacao do Teor Alcodlico

Para a d[i[¥minagdo do tlCor alcoolico, 25 mL do mosto firmmtado foram dlstilados junto
com 50 ml dJagua dfstilada utilizando rotal3aporador (Fotografia 5), (LABOROTA, 4000), dlsta
mistura [fam coltados aproximadam™t[]50 ml dd[stilado .
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Fotografia 5: DIstilagdo do mosto flrm/ntado

As amostras foram conglladas [0 13adas para o Laboratério d[01 Blbidas [J Vinagr(]
(LANAGRO) ond[foi rfalizada a d[t[fminag@o do tlfor dJ[tanol, utilizando drhsim(tro digital Anton
Paar modlo DMA4500 (Fotografia 6).

Fotografia 6: DIhsim[tro digital d[Jbancada

Determinacido da massa seca

A dltlrminag¢do da massa cllular produzida na flrm[ntacdo foi rlalizada através da
sleagim do mat(tial produzido. Primliram[nt[ p[sou-s[[m placas d[P[tri priviam[nt[Is[cas
(P1), [Jcom auxilio d[luma piplta volumétrica, transfitiu-s( 110 ml d[]amostra d[]caldo
flrm[htado para um tubo d[clntrifuga. Clntrifugou-si’a misma a 3000 rpm por quinz!]
minutos. Lavou-s[Jo pric¢ipitado transfltindo-o [ntdo, para a placa. As placas foram para uma
‘stufa a 80°C até atingir'm p[so constant[] O valor da massa s/ ¢a foi calculado p[la diflt[n¢a
(Pi- Py) sobrl o volum[]d(lamostra c[ntrifugada, obt/ndo assim o valor final [xpr($so [m
gramas por litro d[ lvinho flrm[ntado.
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Determinacao dos acucares redutores

Foi utilizado o método do acido dinitrossalicilico (DNS) (MILLER, 1959).

Identificacdo do sistema de reacées metabdlicas

A id[ntificagcdo dos sistlias d[ r[a¢d’s mltabodlicas ¢ fundam[ntal para a construgao
dl [quagdls d[] balangco [ [laboracdo das [quagdls cinéticas. Por sistima d[] rfagdls
mltabolicas [ntindl+s[] o conjunto simplificado d[rl[a¢dls qull plrmitl] corrllacionar os
substratos consumidos aos produtos glrados ([ntrl]as quais [$ta incluida a populagdo

microbiana) (LIMA, BASSO [/AMORIM, 2001).

Nlssproclsso foram id[ntificadas 3 variavlis d[][$tado: a conc/ntragdo d[/1¥/[duras
(X), a conclntragdao dl]tanol (P) [Ja conclntracdo d[Isubstrato limitant[] a glicosIprisint[]

no caldo d['mandioca docl[I(S).

Consid/tando-s[ Iduas propostas d[ 'mod(lo d[Ir[a¢d[$ mltabolicas para rlprls/ntar o
proclsso [m [studo:

Proposta I: kS i X

kS5 P

Nessa primeira proposta, considera-se que a glicose ¢ consumida pela levedura para

crescer e produzir etanol.

Proposta 2: ki3S f) P

Nessa segunda proposta, as leveduras ndo consomem glicose para o seu crescimento
(crescem a partir de outra fonte de carbono nao limitante no processo e, portanto nao incluida

como variavel de estado).

Elaborando os balancos de massa do substrato S para as duas propostas de modelo

matematico, obtém-se:
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Proposta 1: AS = -aAX - bAP
Proposta 2: AS = -cAP

Para a determinacdo dos coeficientes a e b foi realizada regressao multilinear para o
balanco de massa da proposta 1, e para encontrar o coeficiente ¢, foi aplicada regressao linear
para a proposta 2. Essas regressoes foram realizadas considerando, em cada instante de tempo
wp

, 0 substrato consumido e as células e produtos produzidos desde o instante “0” até o

instante “#” (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001).

Definicao da fase exponencial

Para a defini¢do da fase exponencial foi realizada regressdo linear para os dados (InX

(g/L)) versus (t (h)). A fase lag foi considerada desprezivel.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1  CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DA RAIZ

A Tabela 4 apresenta as principais caracteristicas fisico-quimica encontradas na raiz da
mandioca doce, ¢ importante observar o teor de agucares redutores, pois ¢ um fator importante

para a caracteriza¢ao de uma matéria-prima para a produgao de etanol.

E comumente aceito que a primeira etapa de utilizagdo da sacarose por Saccharomyces
cerevisiae ¢ a completa hidrolise deste, pela enzima extracelular invertase em glicose e
frutose os quais sdo posteriormente transportados para o interior da célula e metabolizados
(BARNETT, 1981). De acordo com Oliveira ef al., (2007), o caldo de cana apresenta 0,49%
em agucares redutores, este representado em sua maior parte pela sacarose, neste caso para
iniciar a fermentacdo alcoodlica € necessdrio a transformag¢do da sacarose em glicose
aumentando o tempo de fermentagdo e tornando-o mais custoso. Para a mandioca doce o teor
de agucares redutores encontrado foi de 6,22% representado quase na sua totalidade pela
glicose, ou seja, o agucar encontrado ja esta disponivel para ser utilizado no processo de
fermentacdo pela levedura, este ¢ o grande diferencial quando comparado a outras matérias-

primas (cana-de-actcar, mandioca, batata, etc.) para a producao de alcool.

Tabela 4: Caracteristicas fisico-quimicas da raiz

Acucares Acucares

Umidade Cinzas Proteinas Fibras Totais Totais Redutores Lipideos
o o o o (1)
(“o) (o) (“0) () (%) (%) (“o)
Média 81,885 10,1761 0,16 1,72 6,52 6,22 0,06
D.P.(+) 10,0671 0,0165 0,01 0,13 0,08 0,08 0,01

42  CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO CALDO

Na Tabela 5, as caracteristicas fisico-quimicas do caldo da mandioca doce sao
apresentadas. O valor de pH ¢ um dos parametros importantes a ser conhecido antes da etapa
de fermentacdo e observa-se que o valor original encontrado foi de 6,7, havendo a
necessidade da correcdo deste para promover um bom desenvolvimento do processo
fermentativo, pois nesta faixa de pH as chances do desenvolvimento de possiveis

microrganismos competitivos sao maiores.



Tabela 5: Caracteristicas fisico-quimicas do caldo
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Analise pH Acidez Titulavel Solidos Solaveis Densidade
(adm.) (meq.NaOH.100g™")  Totais ("BRIX) (g/cm’®)
MediaxD.P. (561 01 2,17+ 0,05 6.46 + 0,91 2.82+0,10

4.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DOS ENSAIOS DE FERMENTACAO

A matriz de experimentos com as variaveis de entrada originais e os resultados da

variavel de resposta referente aos ensaios de fermentacao, ¢ apresentada na Tabela 6.

Tabela 6: Matriz de experimentos de Box-Behnken

Variaveis Originais | Variavel de Resposta
Corridas
X1 X2 X3 Etanol (°Gl)
1 25 3,5 55 0,12
2 35 3,5 55 0,12
3 25 55 55 0,32
4 35 5,5 5,5 0,28
5 25 5,5 1 0,01
6 35 4,5 1 0,01
7 25 4,5 10 0,56
8 35 4,5 10 0,42
9 30 3,5 1 0,12
10 30 3,5 1 0,14
11 30 5,5 10 0,46
12 30 5,5 10 0,78
13 30 4,5 5,5 0,60
14 30 4,5 5,5 0,42
15 30 4,5 55 0,45

X1: Temperatura (°C); X2: pH (adm.); X3: concentragdo de inoculo (g/L).

De acordo com a Tabela 6, trés experimentos (corridas 13 a 15) foram realizados nas

condi¢des do ponto central, para verificar qualquer alteracdo no procedimento de estimativa,

ou seja, uma forma de medir a precisdo método.
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4.4 CINETICA DE PRODUCAO DE CO,

O Grafico 2, apresenta as curvas cinéticas dos 15 experimentos determinados no
planejamento experimental. O objetivo do levantamento destas foi o de acompanhar as etapas
do desenvolvimento do microrganismo (como o fim da fase lag), no intuito de proporcionar
maior tempo para a fase logaritmica, e também observar o comportamento de crescimento no

microrganismo no caldo.

Grafico 2: Cinética de formagao de CO,
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Segundo a estequiometria da fermentacdo alcoodlica, as leveduras consomem o
substrato e produzem etanol e CO, (que possuem mesmos coeficientes estequiométricos),
assim o dioéxido de carbono produzido indicou a ocorréncia da producdo de etanol, assim

como o desenvolvimento da S. cerevisiae PE-2.
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Analisando o grafico em questdo e perfeitamente visivel que a corrida 3 apresentou a
maior producdo de etanol, sendo esta desenvolvida na temperatura de 25°C, concentracao de

in6culo de 5,5 g/ e pH 5,5.

No Gréfico 3 sdo apresentadas as curvas cinéticas a 25 °C, observa-se que a corrida 3,
apesar de possuir menor quantidade de in6culo que a corrida 7, produziu maior quantidade de

etanol neste intervalo de tempo estudado.

Grafico 3: Cinética de liberagdo de CO, a 25°C
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Corrida 1 — pH inicial 3,5 e concentrag@o de inoculo 5,5 g/L; Corrida 3 - pH inicial 5,5 e concentragio de
inoculo 5,5 g/L; Corrida 5 - pH inicial 5,5 e concentragdo de inoculo 1 g/L; Corrida 7 - pH inicial 4,5 ¢
concentragdo de inoculo 10 g/L.

No grafico 2, pode ser observado que as corridas 5, 6, 9 e 10 apresentaram menor
desenvolvimento durante o levantamento da cinética da fermentacdo alcoolica através da
producao de CO,. A corrida 5 foi realizada a 25°C, com concentracao de in6culo de 1 g/L e
pH 5,5. A concentracdo de indculo nesta corrida e nas demais, que apresentaram pior
desempenho, foi a mesma, 1 g/L, o que permiti a conclusdo da forte influéncia da quantidade
de microrganismo no desenvolvimento do processo fermentativo. No entanto este parametro
isolado, nao ¢ suficiente para determinar o melhor desempenho do processo, isto pode ser
comprovado através da corrida 11 (Tabela 6), na qual a maior concentracdo de indculo (10
g/L) ndo garantiu o melhor desempenho em relagdo a produtividade de etanol, pois apesar do
mesmo pH (5,5), possui quantidade de indculo maior que a corrida 3, e temperatura diferente,

30 °C (Corrida 3 e 25°C).
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Grafico 4: Cinética de liberacao de CO, a 30 °C
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Corrida 9 — pH inicial 3,5 e concentragdo de inoculo 1 g/L; Corrida 10 - pH inicial 3,5 e concentragdo de
inoculo 1 g/L; Corrida 11 - pH inicial 5,5 e concentragdo de inoculo 10 g/L; Corrida 12 - pH inicial 5,5 ¢
concentragdo de inoculo 10 g/L; Corrida 13 - pH inicial 4,5 e concentracgdo de inoculo 5,5 g/L; Corrida 14 - pH
inicial 4,5 e concentragdo de inoculo 5,5 g/L; Corrida 15 - pH inicial 4,5 e concentragdo de inoculo 5,5 g/L.
Entre as trés corridas que apresentaram maior produtividade, as temperaturas de
trabalho ndo ultrapassaram 30°C, os ensaios realizados a 35°C (Grafico 5) s6 mostraram

melhor produtividade quanto eram associados com concentragdes de indculo maiores que 5,5
g.
Valores de pH em torno de 3,5 estavam frequentemente associados a baixos valores de

teor alcodlico, o que pode ser comprovado pela cinética das corridas 1, 2, 9 e 10.
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Grafico 5: Cinética de liberagao de CO, a 35°C
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Corrida 2 — pH inicial 3,5 e concentragdo de inoculo 5,5 g/L; Corrida 4 - pH inicial 5,5 e concentragdo de
inoculo 5,5 g/L; Corrida 6 - pH inicial 4,5 e concentracdo de inoculo 1 g/L; Corrida 8 - pH inicial 4,5 e
concentragdo de inoculo 10 g/L.

4.5 OTIMIZACAO EXPERIMENTAL DA FERMENTACAO

Para otimizar o processo de produgao de etanol, foi utilizado o método de superficie
resposta, e andlises e interpretagdes de dados obtidos da varidvel resposta, conforme as saidas
do Statistica® 7.0, considerando o nivel de significancia a = 0,05 (confianca 95%). Os
experimentos foram projetados seguindo a matriz de Box-Benhken, e foi considerado o erro

puro. Foi proposto um modelo polinomial completo de segunda ordem para ajuste dos dados.

Esta ferramenta foi utilizada com o intuito de definir as faixas 6timas de operagdo do

processo, ou seja, faixas que maximizem as respostas.

4.5.1 Efeitos das variaveis de entrada
Efeitos principais e das interacoes

Os efeitos das varidveis isoladas e combinadas estdo apresentados na Tabela 7. Em
primeira analise, observa-se que a varidveis individuais X;(Q), ¢ X3(L) tém significancia

estatistica (sdo apresentadas em negrito).



Tabela 7: Estimativa dos efeitos
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Coeficiente  Efeito Erro t(4) p
Média 0,506667 0,293333 0,037546 7,812583 0,001449
X1 (L) -0,022500 -0,045000 0,091969 -0,489294 0,650252
X1 (Q) -0,188333 0,188333 0,067687 2,782395 0,049697
X2 (L) 0,076667 0,153333 0,106197 1,443859 0,222271
X2 (Q) -0,108333 0,108333 0,067687 1,600493 0,184742
X3 (L) 0,181667 0,363333 0,106197 3,421318 0,026748
X3 (Q) -0,023333 0,023333 0,067687 0,344721 0,747666
X1X2 (L) -0,010000 -0,020000 0,130064 -0,153770 0,885237
X1X3 (L) -0,035000 -0,070000 0,130064 -0,538196 0,618992

X, X; e Xj: temperatura (°C), pH e concentrago (g/L), respectivamente;(L): linear; (Q): quadratico.

A Tabela 7 apresenta a analise de varidancia (ANOVA), que consiste de uma andlise
com mais propriedade do efeito das variaveis de entrada sobre a resposta ETANOL. Na
ANOVA a variavel estatistica p indica a probabilidade que cada variavel possui de ndo ser
considerada estatisticamente significante para a varidvel resposta, ou seja, de estar dentro da
regido de aceitacdo de hipdtese nula, situacdo na qual os efeitos sdo considerados apenas ruido
ou erros aleatérios, ou seja, estatisticamente ndo significativos. O que confirma que as
variaveis operacionais: temperatura e concentracao do inoculo tém influencia significativa no
processo de produgdo de etanol, pois os valores de p para a temperatura e concentracdo de
inéculo, que sdo, respectivamente, 0,0497 e 0,0267, estdo abaixo do nivel de significancia,

que ¢ de 0,05.

De acordo com dados encontrados na literatura, a varidvel temperatura exerce
influencia sobre a quantidade de etanol produzida, segundo Le Man, Behera e Park (2010),
em seu estudo sobre a otimizagdo de parametros operacionais para a producdo de etanol a
partir de residuos alimentares, o aumento da temperatura ¢ observado quando a fermentagao ¢é
desenvolvida em temperaturas maiores, mais especificamente, a 38°C ¢ em um pH de 5,45.

No entanto um aumento conjunto destes parametros leva a um declinio na producao de etanol.

Em relacdo aos efeitos das varidveis significativamente estatisticas, a varidvel X1(Q)
com sinal (-) influi da seguinte maneira, quanto maior o valor da temperatura, menor a
quantidade de etanol produzido; em relagdo a concentragdo de inoculo (X3(L)), que possui

sinal (+), quanto maior o valor desta, maior a concentragdo de etanol.
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4.5.2 Grafico de pareto
O grafico de pareto € uma ferramenta que permite a comparagdo visual entre os efeitos
gerados pelas variaveis independentes. As varidveis com significancia estatistica sao

apresentadas como aquelas que chegam ao lado direito do grafico. As colunas representam a

magnitude dos efeitos.

O Gréfico 6 apresenta as varidveis X1(Q) (temperatura) e X3(L) (Conc. de in6culo)
como influentes no processos fermentativo; quanto a temperatura, a literatura cita diversos
efeitos que esta pode provocar na producdo de etanol pela via fermentativa, sendo que a
temperatura interfere diretamente no desenvolvimento das leveduras (agentes da
fermentacdo), segundo McMeckin et al., (2002), o efeito deletério de temperaturas mais
elevadas na produgdo de etanol podem ser atribuidos a desnaturacao de ribossomas e enzimas

e os problemas associados com a fluidez das membranas.

Grafico 6: Diagrama de Pareto dos efeitos individuais e combinados
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Segundo Martins (2009), que avaliou o efeito do indculo e do perfil de alimentagdo do
mosto na producdo em escala piloto e industrial de etanol, foi possivel observar um aumento
da produtividade especifica de etanol em fun¢do da concentragdo de indculo, em ensaios para

escala piloto.
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4.5.3 Proposta de um modelo polinomial de segundo grau

Na Tabela 8 ¢ proposto um modelo polinomial de segundo grau completo, que melhor

expressou a influéncia dos fatores estatisticamente significativos (teor alcoolico).

O valor de R* foi de aproximadamente 89% (ou seja, explica 89% da variagio total em
torno da média), o que indica que o modelo quadratico representa bem a relagdo entre os

efeitos e a resposta.

Tabela 8: Proposta de um modelo polinomial

VR R? (%) Equacio
Etanol = 0,506667 — 0,0225X, — 0,188333X, >
ETANOL 89,00 +0,076667X, — 0,108333X,% + 0,181667X5

—0,023333X52 — 0,01X,X, — 0,035X, X5

Esta equagdo pode ser utilizada para prever o teor alcodlico. Além de explicar os
efeitos lineares da temperatura, pH e concentracdo de in6culo sobre a producdo de etanol, a

analise descreveu os efeitos quadraticos e de interagdo dos parametros também.

O Grafico 7 apresenta a distribuicdo normal dos residuos; € possivel observar que os

erros estdo distribuidos em torno da reta, o que comprova a normalidade para a resposta

ETANOL.
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Grafico 7: Distribuigdo de probabilidade normal do modelo
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4.5.4 Analise da superficie resposta e contornos

Nos Graficos 8 ¢ 9, sdo apresentadas a superficie resposta e as correspondentes curvas
de niveis ou contornos em func¢do das variaveis codificadas, respectivamente, que foram
geradas a partir do modelo de segunda ordem proposto, sendo que estes graficos
correspondem a superficie formada pela a interagdo das variaveis X1 e X2 com a variavel X3

=0.

O Gréfico 8 mostra que valores maiores de pH (acima de 3,5) associados com
temperaturas proximas ao ponto central (30°C) levam a uma maior produtividade em etanol.
Segundo Shafaghat ef al, (2009), que avaliaram as condi¢des de crescimento 6timo para
levedura Saccharomyces cerevisiae (PTCC 24860), a produgcdo maxima de etanol foi
conseguida no valor de pH de 5,6. Apesar dos bons resultados em valores de pH maiores,
estas faixas ndo sdo indicados por favorecer o desenvolvimento de outros microrganismos,
que podem competir com com os agentes fermentativos (leveduras) pelos nutrientes

disponiveis no mosto.
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Grafico 8: Superficie de resposta com X1 (temperatura) e X2 (pH)
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Segundo Lin et al., (2012), em uma andlise sobre os fatores que afetam a fermentacdo
alcoolica usando Saccharomyces cerevisiae BY4742, trabalhando com o sistema em batelada,
concluiram que a competi¢ao durante o processo de fermentagdo realizada em temperaturas
diferentes, podem ser um meio de testar a capacidade de resisténcia da estirpe utilizada no
sistema. Isto pode entdo ser utilizado como um método para determinar a condi¢cdo 6tima para
a fermentagdo alcoodlica e também um critério para a sele¢do de uma das varias estirpes,
enquanto, a0 mesmo tempo, ¢ possivel estudar a resisténcia a temperatura numa situagado
controlada, ou seja, sob condi¢des de laboratério. As taxas maximas de producdo especifica

de etanol foram observadas entre 30 e 45°C, com concentracgdes iniciais de glicose diferentes.
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Grafico 9: Curvas de contorno (X1 e X2)
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Os Graficos 10 e 11, apresentam a relacdo entre a temperatura e a concentracdo de
etanol no processo fermentativo em questdo. O aumento da produgdo de etanol ¢
acompanhado do aumento da concentragdo de indculo utilizada no processo. Neste caso, este
aumento de producado foi desenvolvido em valores de temperatura de aproximadamente 30°C.
Um aumento da temperatura a partir desse ponto ¢ acompanhado de uma redugdo do teor

alcoolico obtido, assim como uma diminui¢ao na concentragdo de indculo.

Segundo Canbas, Unal e Sener (2007) o efeito da temperatura de fermentagio sobre a cinética
de crescimento das leveduras S. cerervisiae (Zymaflore VL1) e S. cerevisiae (Uvaferm CM),
para a espécie Uvaferm a taxa de crescimento especifico a 25°C foi muito maior do que a

18°C.

De acordo com Arroyo-Lopez et al., (2009), foram obtidos resultados que mostraram
que as mudangas nos valores de temperatura de fermentagdo, pH e concentracdo de agucares
pode afetar o crescimento de leveduras no vinho, sendo que neste estudo sobre os pardmetros
de crescimento foram utilizadas as espécies Saccharomyces cerevisiae, S. Kudriavzevii e seu
hibrido interespecifico. Para S. cerevisiae VL3c a temperatura e pH Otimos foram,

respectivamente, 35°C e 5,0.
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Graficol0: Superficie de resposta com X1 (temperatura) e X3 (concentragao de indculo)

SUPERFICIE DE RESPOSTA (X1 e X3)

. pd

05

o5

C3Jo4

103

I 0,2
o= 0o
A0 AS om M~ X S
X2 =0 (4,5)

Grafico 11: Curvas de contorno (X1 e X3)
CURVAS DE CONTORNO (X1 e X3)
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Torija et al., (2003) em seu estudo sobre os efeitos da temperatura sobre a fermentagao
da estirpe Saccharomyces cerevisiae, avaliaram os efeitos da temperatura (15 a 35°C) sobre o

crescimento destes microrganismos em mostos. Como esperado, o crescimento das leveduras
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variou de acordo com a temperatura, em geral, a fermentacdo foi mais rapida a temperaturas

elevadas (30 a 35°C).

Yan et al., (2012), tiveram uma maior produgdo de etanol no nivel médio de
temperatura. Quantidades maiores de inoculo, produziram mais etanol, junto com os
parémetros temperatura e pH, em seus niveis 6timos. As condig¢des de fermentagdo otimizadas
obtidas com MSR foram, 22,65°C (temperatura), 3,54 (pH) e 7,37% (quantidade de ind6culo),

e a producdo de etanol com a fermentagao sob as condi¢des 6timas foi de 7,63%.

Os Graficos 12 e 13 ilustram a regido 6tima de trabalho, que neste caso relacionam o
pH e a concentracdo de indculo, esse ponto € observado em concentragdes maiores de

levedura e valores de pH acima do ponto central determinado.

Segundo Pacheco (2010), em seu estudo sobre a fermentagdo alcodlica com leveduras
floculante, a concentragdo celular no indculo contribui consideravelmente para o aumento da

resposta rendimento e produtividade.

Graficol2: Superficie de resposta com X2 (pH) e X3 (concentragdo de in6culo)
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Grafico 13: Curvas de contorno (X3 e X2)
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Em relacdo a influéncia de pH, Lin ef al., (2012), avaliaram este parametro na faixa de
pH de 3,0 a 6,0, e concluiram que quando o pH estava menor que 4,0, o tempo de incubagao
para atingir a maxima produc¢do de etanol foi prolongado, mas esta nio foi baixa; e quando o
valor do pH estava acima de 5,0, a quantidade de etanol produzida diminuia substancialmente.
Assim, um intervalo de pH de 4,0 a 5,0 pode ser considerado como o limite operacional para a

producao de etanol.

As melhores condigdes para a realizagao da fermentacdo do caldo de mandioca doce
pela acdo da levedura S. Cerevisiae PE-2 encontrados pela metodologia de superficie de

resposta foram: 4,88 (pH), 28°C (temperatura) e 10 g/L (concentragdo de indculo).
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4.6 PARAMETROS CINETICOS

O Grafico 14 contém os dados da cinética de fermentacdo do caldo de mandioca doce
realizada nas condi¢des Otimas encontradas na metodologia de superficie de resposta. A
fermentagdo foi conduzida até o decréscimo da concentragdo celular e consequente reducgao

na produgdo de etanol e CO,.

Grafico 14: Curvas de consumo, crescimento e produgao
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Segundo Ferreira (2002), o CO, produzido na fermentacdo pode ser usado para
estimar o etanol produzido e agtcares redutores consumidos, no entanto o etanol calculado via
CO; liberado apresenta-se um pouco maior que o etanol real determinado devido a existéncia
de outras vias consideradas desvios da fermentagdo, como a produgdo de glicerol e de acidos
organicos. Ao contrario, o acucar calculado via CO, ¢ ligeiramente menor do real, pelas
razdes consideradas anteriormente. Esta consideracdo explica o fato da curva de didxido de
carbono (que apresenta o mesmo coeficiente estequiométrico do etanol) representar maior

producao do que a curva de alcool produzido.

4.6.1 Sistema de reacoes metabolicas

A proposta 1, que considera que a glicose ¢ consumida pela levedura para crescer e

produzir etanol ¢ a mais indicada, devido a regressdo multilinear apresentar melhor
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coeficiente de correlagdao (0,999) (Tabela 9). Este fato ¢ comprovado pelo fato da matéria-
prima em questdo (caldo de mandioca doce), apresenta basicamente a glicose como fonte de

carbono disponivel para a levedura.

Tabela 9: Resultados das regressdes multilinear e linear

Proposta 1 Proposta 2
AS =-aAX - bAP AS = -cAP
a=0,02 b=1,39 ¢ =0,40

R =0,999 R =0,907

4.6.2 Fase exponencial

A Tabela 10 apresenta os dados obtidos através da regressdo linear, o valor do
coeficiente de correlagdo permite determinar a existéncia da fase de crescimento. De acordo
com os valores de R encontrados para diferentes intervalos de tempo, observa-se que durante
seu desenvolvimento a levedura (Saccharomyces cerevisiae PE-2) apresenta fases de
crescimento seguidas por posteriores declinios durante aproximadamente 22 horas, apos este
tempo a levedura entrou na fase de declinio, na qual ocorre uma “lise” celular, autdlise ou
rompimento dos microrganismos, provocada pela acdo de enzimas intracelulares (LIMA,

BASSO e AMORIM, 2001).

O uso da levedura seca garantiu a inexisténcia da fase de adaptacdo (lag), apos o

periodo de 2 horas o crescimento microbiano ja se encontrava na fase exponencial.
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Tabela 10: Resultados da determinagdo da fase exponencial de crescimento

fase]f):;;(?:ﬁzzc(::l (h) i (07 R
2 0,05 1
4 0,025 0,75
6 0,03 0,9
9 0,0221 0,85
12 0,0226 0,9251
17 0,0175 0,8792
22 0,0165 0,9214
24,5 0,0064 0,1614
27 0,0024 0,0294

Segundo Nadir et al,, (2009), em estudo sobre a comparacdo de sorgo sacarino e
mandioca para a producdo de etanol usando Saccharomyces cerevisiae, o valor de ppy
encontrado para a mandioca ¢ maior do que o do sorgo sacarino, estes valores sao
respectivamente, 0,0333 h™' e 0,0506 h™', o que determina que a levedura leva mais tempo
para aumentar sua populacdo no sorgo sacarino do que na mandioca. O valor de pup

encontrado para a mandioca doce, neste trabalho foi de 0,05 hl.
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5 CONCLUSAO

A mandioca doce apresenta grande quantidade de aglcares redutores em sua
composicao de carboidratos, 6,22 % dos 6,52 de agucares totais, caracteristica que favorece o

processo fermentativo.

Através da analise estatistica foi possivel concluir como as variaveis independentes:
temperatura (°C), pH e concentracdo de indculo (g/L) influem na producdo de etanol, nas
condi¢des deste estudo. Utilizando a analise dos efeitos principais contidos na tabela
ANOVA, conclui-se que a temperatura e a quantidade de indculo sdo estatisticamente
significativas neste processo. A temperatura possui efeito acompanhado de sinal negativo (-),
0 que significa que o aumento desta causa decréscimo na producdo de etanol, enquanto a
concentracdo de inoculo, com sinal (+), tem seu aumento associado a uma maior

produtividade.

O modelo polinomial proposto apresenta um R? igual a 0,89, o que sugere que o modelo
¢ preditivo. A metodologia de superficie de resposta determinou as seguintes condi¢des como
otimas: 28 °C (temperatura), 4,88 (pH) e 10 g/L (concentracdo de in6culo). Como o caldo de
mandioca doce foi fermentado em suas condi¢des originais de nutrientes e substrato, o teor

alcodlico maximo produzido foi baixo (0,8 °GL).

O acompanhamento das curvas de crescimento, consumo e produgdo, foi importante
para a determinagdo da redu¢do do crescimento microbiano e consequente final do processo

fermentativo (realizado na condicdo 6tima determinada).

O sistema das reacdes metabolicas, neste processo, foi avaliado através de regressao
linear e multilinear, e concluiu-se, através da interpretacao dos resultados das regressoes, que
a glicose ¢ consumida pela levedura para crescer e produzir etanol. A maxima velocidade
especifica de crescimento microbiano (um) ocorre no tempo de 2 horas, sendo que este
parametro apresenta periodos de crescimento seguidos por declinios, a partir de 22 horas de
fermentagdo, o valor de pu,, decresce significativamente, o que indicou o fim do processo

fermentativo, sem o consumo total dos agucares contidos no caldo da mandioca doce.

Este estudo pode ser utilizado como base para melhorias no processo de fermentagao do
caldo de mandioca doce, sendo o alcool produzido utilizado nas mais diversas aplicacdes

(produtos farmacéuticos, bebidas, combustivel e entre outras).
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