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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar a cinética do crescimento anaerobico de
Saccharomyces cerevisiae, em meio de cultura industrial, levando-se em consideragdo a
concentragdo do substrato e a temperatura. A maioria dos trabalhos publicados sobre este
assunto tém como base um processo isotérmico e os pardmetros cinéticos sdo determinados
em condigdes muito diferentes da realidade das destilarias brasileiras. Assim, um estudo para a
obten¢do de um modelo cinético de crescimento celular aplicavel a uma faixa de temperatura
de fermentagdo dentro das condig¢Ges climaticas do pais e de operagdo das industrias podera
ser muito 1til para estudos futuros de otimizagio do processo.

Foram realizados ensaios com fermentagdo continua em um reator tipo CSTR,
em uma faixa de temperatura de 28 a 38°C. O microrganismo utilizado foi uma linhagem de
Saccharomyces cerevisiae cedida pela Usina Santa Adélia/SP, selecionada entre 8 linhagens
testadas. O meio de cultura utilizado foi a base de melago de cana-de-aglcar, contendo 40
gART/1 e suplementado com 2,5 g/l de extrato de levedura.

Através das analises dos resultados, foram obtidos alguns modelos matematicos
expressando os parametros cinéticos Pm ( concentracdo de etanol acima da qual ndo ocorre
crescimento celular), umax ( velocidade especifica maxima de crescimento celular) e Yx/s
(rendimento celular) em fungdo da temperatura. Um valor médio para Ks (constante de
saturag@o) também foi obtido experimentalmente. Os modelos matematicos e o valor de Ks
obtidos sdo mostrados a seguir:

1) Pm = 638,1.eC%05741LD) o030 < T <38°C;

—3535 -50475
2) pmax = 4,181.104.e 7 ) - 5,397.109%.e(" 1 ), para 28 < T < 38°C;

3) Yx/s=0,098 gcél seca/gART, para 28 < T < 34°C;
Yx/s=0.292.¢(%032T) . ra34<T<38°C.

4)Ks = 4,1 gART/], entre 28 e 38°C;
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ABSTRACT

In this work, the anaerobic growth of Saccharomyces cerevisiae in industrial culture
medium was studied. Most of the works found in the literature about alcohol production
consider the process as an isothermic one. However it is well known that alcoholic
fermentation is greatly influenced by the temperature, so that one could expect an optimal
temperature profile, either in fed batch or continuous process, that leads to an optimal
perfomance of the whole process. The main goal of this work was then to establish a kinetic
model for growth, taking into account the concentrations of alcohol, sugar and cells as well as
the fermentation temperature. This work is the first step of a project intenting to model the
whole process in a temperature range techniquely possible and easily obtained in brazilian
alcohol factories.

The work was carried out in a continuous stirred tank reactor (CSTR), with
temperature between 28 and 38°C. The microrganism was Saccharomyces cerevisiae isolated
at the Usina Santa Adélia, selected from 8 strains. The culture medium was based on sugar
cane molasses, with 40 g/l as total reducing sugars, suplemented by yeast extract 2,5 g/l.

Mathematical models were developed for Pm ( ethanol concentration above which cells

do not grow), Lmax ( maximum specific growth rate of the cells) and Yxs ( yield of cells) , as
well as a value for Ks ( saturation constant) was found, as follow:

1) Pm = 638,1.eC005741T) g 30 < T < 38°C;

-3535 -50475
2) umax = 4,181.10%.e 7 ) -5,397.109%.eC" ), for 28 < T < 38°C;

3) Yx/s=0,098 gdried cel /gTRS, for 28 <T <34°C;
Yx /s=0292.e(70:032T) ¢, 34<T1<38°C.

4)Ks = 4,1 gTRS/], between 28 e 38°C,
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LETRAS GREGAS

u = velocidade especifica de crescimento
pumax = velocidade especifica maxima de crescimento
umax,i = velocidade especifica maxima de crescimento na presenga de etanol

1c = tempo de residéncia celular



1. INTRODUGAO

A fermentagdo alcoolica tem sido bastante investigada por cientistas e pesquisadores de
todo mundo, em vista do etanol constituir-se uma das mais promissoras alternativas de
combustivel obtido a partir de fontes renovéaveis. O Brasil, especialmente, foi o pais que mais
investiu no setor nas ultimas décadas através do Programa Nacional do Alcool (Proalcool),
implantado pelo governo federal a partir dos meados da década de 70. O Proalcool tinha como
objetivo reduzir a dependéncia brasileira de petroleo e, assim, os gastos com sua importagao,
através da substitui¢do da gasolina pelo etanol como combustivel dos veiculos automotores. A
crise do petroleo, no inicio da década de 70, criou condigdes favoraveis para a elaboragdo e
implantagio do Proalcool, uma vez que os pregos do barril de petroleo subiram
significativamente. Assim, foi feito um grande investimento em fermentagdo alcoolica e as
pesquisas concentraram-se, principalmente, no desenvolvimento de processos mais eficientes,
com maiores produtividades e menores custos que viabilizariam economicamente a utilizagio

do etanol como combustivel.

As primeiras industrias de alcool brasileiras surgiram associadas as usinas de agucar e
utilizavam o melago, subproduto da fabricagdo de agucar, como matéria-prima. Até o inicio da
década de 60, as industrias de alcool utilizavam o processo classico ou batelada, de baixa
produtividade. A partir dai, apareceram as primeiras usinas a utilizar o processo Melle-Boinot,
desenvolvido na Franga, na década de 30, segundo Lima, citado por ANDRIETTA (1994).
Este processo, também conhecido como batelada alimentada com reciclo de células, apresenta
maior rendimento e produtividade que o processo classico. No inicio da década de 70,
praticamente todas as usinas de alcool ja utilizavam o processo Melle-Boinot. A partir da
década de 80, intensificaram-se os estudos sobre o processo continuo, de grande
produtividade, e muitas usinas passaram a operar com €sse processo, sendo esta mudanga feita,
na maioria das vezes, empiricamente. Isto gerou uma série de problemas, tanto de projeto
como operacionais, que ainda existe em grande parte das usinas. A desconsideragdo de

fundamentos teoricos da cinética do processo no dimensionamento dos reatores e dos



equipamentos de troca de calor elevou bastante o valor do investimento inicial e causou

problemas operacionais e perdas em produtividade.

Um estudo da cinética do processo continuo de fermentagio alcoolica €, portanto, de
grande importincia para a otimizagdo dos processos para produgao de alcool e para a
elaboragdo de uma estratégia de controle eficiente nas usinas, visando maior produtividade e
menor custo para O processo. E importante salientar a importancia que a indstria do alcool
atingiu no Brasil, que tornou-se o maior produtor mundial de etanol por via fermentativa, com
uma produgio de 12 a 13 bilhdes de litros por safra nos anos de 87 a 92, segundo SIQUEIRA
(1993).

O objetivo deste trabalho é fazer um estudo do crescimento anaerdbico de
Saccharomyces cerevisiae, isolada no final da safra da Usina Santa Adélia-SP, em meio de
cultura industrial, levando em consideragdo a concentragdo de substrato e a temperatura.
Pretende -se estabelecer um modelo cinético que expresse a taxa especifica de crescimento em
fun¢do da concentragdo de substrato, nos moldes da cinética de Monod, e tendo como um
segundo parimetro a temperatura do processo. Este enfoque nao ¢ encontrado na maioria dos
trabalhos publicados, que tém como base um processo isotérmico. Além disso, pretende-se
com este trabalho obter um modelo cinético condizente com a realidade nacional das usinas de
alcool, uma vez que o microrganismo, a faixa de temperatura e o meio de cultura foram

escolhidos tendo-se em vista as condigdes operacionais das usinas de alcool brasileiras.



II. REVISAO BIBLIOGRAFICA

I1.1 - Fermentagao Alcodlica

A fermentagdo alcoolica é conhecida a mais de 4000 anos, pois os egipcios
desta época fabricavam bebidas alcoolicas a partir de sucos de frutas. Entretanto, foi s6 apos a
publicagdo dos trabalhos de Pasteur a partir de 1857, que se aceitou definitivamente que o
etanol obtido durante a fermentagio era produto do metabolismo da levedura, segundo

Oliveira, citado por ANDRIETTA & MAUGERI (1994).

Fermentagio alcoolica é um processo que resulta na transformagao de agucares
soliveis em etanol e gas carbonico, realizado, principalmente, pelas leveduras e é descrita, de

modo geral, pela equagdo abaixo:

CiHp,0s +2Pi + 2 ADP - 2 C;H;OH + 2 CO;, +2 ATP + Energia ( 54,05 kcalkg
Subst)

As leveduras mais utilizadas na fermentagdo alcoolica s@o
Saccharomyces cerevisiae ( panificagdo, cervejaria, usinas de alcool), Saccharomyces
cerevisiae var. ellipsoides ( vinhos) e S. carlsbergensis ( cervejaria). O rendimento teorico da
reagdo é 0,51 g de etanol / g de glicose, mas os rendimentos reais normalmente obtidos
atingem 90-95 % do rendimento tedrico, uma vez que uma parte do agucar € utilizada para

sintese de material celular e para reagdes de manutengao.

II. 2 - Processos para producio de etanol via fermentagao

Em termos gerais, a fermentagdo alcoolica pode ser conduzida através de trés
processos distintos: batelada, batelada-alimentada ( Melle - Boinot) e continuo. As destilarias
mais recentes utilizam o processo continuo. A tabela 2.1 mostra uma comparagao entre
processos descontinuos ( batelada e batelada alimentada) e continuos. Os processos
batelada, batelada-alimentada e continuo sdo descritos mais detalhadamente a seguir e suas

curvas tipicas da cinética de produgdo de etanol s3o mostradas na figura 2.1.
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Tabela 2.1 - Vantagens e inconvenientes dos processos continuos e descontinuos de

fermentacio alcoolica, segundo MAIA (1989).

Processo Descontinuo

(batelada e batelada

Processo Continuo

alimentada)
Vantagens - maior controle sobre - maior produtividade
contaminagio - tempos de residéncia
reduzidos
- maior adaptabilidade
ao controle automatico
Inconvenientes - inibi¢do do - problemas de

crescimento pela
concentragdo de
aglcar e de etanol

- tempos de residéncia

contaminagdo e

mutacao

- menor flexibilidade

longos

- baixa produtividade

I1.2.1 - Processo classico ou batelada

A fermentagdo alcoolica convencional ¢ feita usualmente a partir de
mostos contendo 100 a 200 g/l de aglcar, geralmente glicose ou sacarose. Um grande volume
de mosto é adicionado ao tanque de fermentagdo. Inocula-se, entdo, o fermento e etanol é
produzido até que o rendimento méximo tenha sido obtido. Encerra-se assim a fermentagdo e
recupera-se o etanol por destilagdo. Faz-se a limpeza e a assepsia do tanque de fermentag@o e
um novo ciclo pode ser iniciado. Utilizando baixo teor inicial de substrato e sob condigdes
operacionais adequadas é possivel atingir rendimentos de até 92-94 % do maximo teorico.
Esse processo tem como principal desvantagem a baixa produtividade, que € dificilmente

superior a 5 g etanol/Lh.



I1.2.2 - Processo batelada alimentada

Consiste em promover a alimentagio do mosto ao tanque de
fermentagdo de modo parcelado ( intermitente ou continuo ), de modo que o teor de substrato
no fermentador nunca ultrapasse um valor pré-fixado. Esse valor corresponde normalmente a
concentragio a partir da qual comega a ocorrer inibi¢3o significativa pelo substrato. O mosto é
alimentado no tanque de fermentagio simultaneamente ao fermento. Apés o término da
fermentagdo, o vinho ( mosto fermentado ) é bombeado para as centrifugas, onde ha a
separa¢do do fermento ( creme de leveduras ). O creme de leveduras € diluido com agua e
passa por um tratamento acido para eliminar contaminantes e para ativar as leveduras.
Terminado o tratamento, ele repousa durante cerca de 4 horas, quando ento esta pronto para
iniciar um novo ciclo de fermentagio. Esse processo pode apresentar uma produtividade trés

vezes maior ( ou até mais ) do que o processo em batelada.

11.2.3 - Processo continuo

Os processos continuos de fermentagdo requerem alimentagao de mosto
e retirada de vinho continuas do tanque de fermentagdo, com vazdes iguais. O vinho €
submetido a um sistema de separagio da biomassa ( centrifugagdo, filtragio em membrana,
etc), que é reintroduzida ao fermentador, apoés um tratamento acido. O vinho, isento de
biomassa, ¢ obtido continuamente como produto final. Em alguns casos, o vinho ja é extraido
do reator de fermentagdo isento de células ( fermentagdo a vacuo ou com uso de células

floculantes ou células imobilizadas).

No processo continuo, o efeito inibitorio do substrato € menor, uma vez
que ha uma alimentagdo continua do mosto, mantendo-se a concentragao de substrato em
niveis mais baixos. Esse processo possui maior produtividade que o processo descontinuo,
devido a auséncia de paradas para carga, descarga e limpeza dos tanques de fermentagdo e
também pelas células estarem mais adaptadas ao meio. Segundo RODRIGUES et al. (1992), a

produtividade do processo continuo pode chegar ao dobro da produtividade do processo de



batelada alimentada. Entretanto, o processo continuo apresenta uma flexibilidade menor,

devendo ser automatizado para ser bem sucedido.

Uma caracteristica comum a processos continuos ¢ a operagdo a altas
densidades celulares no fermentador, requisito indispensavel & garantia de alta produtividade
em etanol (10 g/lh). A operagdo a alta densidade celular, por sua vez, introduz padrdes
metabolicos e fisiologicos peculiares, com aparecimento de efeitos inibidores que nao sdo
observaveis nas fermentagdes convencionais e requerem andlise pormenorizada para
correlacionar as condigBes operacionais com as possiveis causas de restrigdes ao

metabolismo normal.

1.3 - Cinética da fermentagao alcéolica

O estudo da cinética da fermentagdo alcoolica tem como objetivos a medida
das velocidades instantineas e médias da transformagdo de glicose em etanol e em material
celular ( crescimento celular) e o estudo da influéncia de diversos parametros nestas

velocidades, como as concentragdes de glicose, alcool e células e a temperatura.

I1.3.1 - Modelos cinéticos

Um modelo cinético é um conjunto de relagdes, usualmente na forma de
equagdes, entre as variaveis de interesse cinético no sistema a ser estudado. No caso da
fermentagdo alcoolica, as variaveis de interesse cinético sdo as concentragdes de substrato, de

etanol, de células e de oxigénio, além de fatores como temperatura e pH.

Segundo BAILEY & OLLIS (1986), os modelos cinéticos normalmente

usados em processos fermentativos podem ser classificados em:

- ndo-estruturados e ndo-segregados, nos quais as células dos microrganismos sao

consideradas como soluto;



- estruturados e ndo-segregados, onde as células s3o tratadas como espécies de miltiplos

componentes, mas com composi¢ao média semelhante;

- ndo-estruturados e segregados, onde as células sdo tratadas como seres individuais distintos,

mas formadas por um unico componente;

- estruturados e segregados, onde as células de microrganismo sdo consideradas como

individuos distintos e formados por multiplos componentes.

O modelo mais utilizado em fermentagdo é o nao-estruturado e ndo-
segregado por ser mais simples e mais facil de ser tratado tanto fisicamente como

matematicamente.

A maioria dos trabalhos publicados sobre modelagem da fermenta¢do
alcoolica partem do principio que a velocidade de formagdo de etanol ¢ proporcional a
velocidade de crescimento celular, desde que se desconsidere a perda da viabilidade celular,
que é um fator importante a altas concentragdes celulares. A equagao mais simples para se
determinar a velocidade especifica de crescimento de microrganismos ¢ a de Monod (equagao

2.1):

S
ax ——
S+Ks

p= pm (2.1)

onde L ¢ a velocidade especifica de crescimento, S a concentragio do substrato limitante,

pumax a velocidade especifica maxima de crescimento e Ks uma constante que depende do
microrganismo e das condigdes de cultura, conhecida como constante de Monod. Esta
equagdo € somente valida para sistemas que ndao possuem interferéncias significativas de
inibidores. Para a fermentagdo alcoolica, a equagdo de Monod s6 pode ser usada para baixas
concentra¢des de etanol no meio de fermentagdo. Para altas concentragdes de etanol, ocorre a
inibigsio da velocidade especifica de crescimento pelo etanol, anulando-se o crescimento celular
a partir de uma determinada concentragdo. Em muitos trabalhos publicados, GHOSE &

TYAGI (1979); AIBA, SHODA & NAGATANI (1968) e BAZUA & WILKE (1977),



verificou-se que a inibigio causada pelo etanol afetava somente Lmax € ndo Ks, indicando que

a velocidade especifica de crescimento pode ser representada pela equagao 2.2:

S

2.2
ST Ks (2.2)

U= umax,i

onde max,i ¢ o valor da velocidade especifica maxima de crescimento na presenga de etanol.

Muitos pesquisadores tém tentado estabelecer uma correlagdo entre {maxii,

Umax e a concentragdo de etanol produzido ao longo da fermentagdo. HOLZBERG et al.

(1967), JONES et al. (1984) e GHOSE & TYAGI (1979) sugeriram um modelo linear,

conforme mostra a equagao 2.3:
Umax,i = pmax — K1.P = umax.(l—Pi) (2.3)
m

onde K1 ¢ uma constante empirica ¢ Pm (= Uma/K1) € a concentragio de etanol acima da

qual n3o ocorre mais crescimento celular. Entretanto, uma relagéo linear entre Mmaxi € P s6 €

aplicavel quando a fermentagio nio ¢ limitada por algum nutriente ou substrato.

Ja AIBA et al. (1968), MOULIN et al. (1980) ¢ BONOMI et al. (1981)

propuseram uma relagdo exponencial para pimax,i ( equagao 2.4):
umax, i = pmax. el K2 ) (2.4)

onde K2 parece depender do método de cultivo ( batelada ou continuo ).

NOVAK et al. (1981) e AIBA & SHODA (1969) propuseram uma relagdo

hiperbélica entre [maxi e P, como mostra a equagdo 2.5:



Umax,i = plmax.———l—P (2.5)
1)

K3
As equagBes 2.4 e 2.5, para uma determinada concentragdo de células e de
substrato, preveém uma diminuigdo continua da velocidade especifica de crescimento com o
aumento da concentragio de alcool, mas também implicam que as células sdo capazes de
crescer e de produzir etanol indefinidamente, o que ndo ¢ observado experimentalmente. Na
pratica, existem concentragdes limites de etanol, acima das quais o crescimento e a

fermentagdo cessam.

BAZUA & WILKE (1977) propuseram uma relagdo parabdlica entre [maxi €

P, conforme a equagao 2.6:

Mmax,i = umax.1f1+—15% (2.6)

Entretanto, o ajuste dos dados experimentais obtidos por Bazua e Wilke ndo foi

suficientemente bom, de forma que eles propuseram uma segunda expressao :

Lmax,i = [lmax — g}; 2.7

No entanto, os modelos generalizados de LEVENSPIEL (1980) e LUONG

(1984) sdo os mais aceitos e s3o descritos pelas equagdes 2.8 € 2.9 :

p\*
pmax,i = umax.[l - f’;) (2.8)
P n
Umax,i = [max. L{EJ (2.9)
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A constante empirica n permite que as equagdes 2.8 € 2.9 possam ser
aproximadas as equagdes 2.3 a 2.6. Quando n = 1, as equagdes 2.8 e 2.9 tornam-se lineares e
se reduzem 2 equagdo 2.3. Quando n > 1, as equagdes 2.8 e 2.9 podem ser aproximadas as
equagdes 4 e 5, pois uma rapida queda inicial na velocidade de crescimento ¢ seguida por uma
lenta aproximagdo a Pm. Ja quando n < 1, as equagbes 2.8 ¢ 2.9 podem ser aproximadas a
equagdo 2.6 e uma lenta queda inicial na velocidade de crescimento ¢ seguida por uma rapida

aproximagéo a Pm.

A fermentagdo alcoolica é também inibida pelo substrato. Este fenomeno é,
normalmente, menos importante do que a inibigio pelo etanol. GHOSE & TYAGI (1979)

propuseram um modelo que inclui a inibigdo pelo substrato, como mostra a equagdo 2.10:

S

W = \max, 1. >
g2
(Ks +S+ —)
Kc

1

(2.10)

onde Ki é a constante de inibigio pelo substrato e [maxi possui uma relagdo linear com a

concentragdo de etanol (equagdo 2.3).

MOULIN et al. (1980) propuseram duas expressoes para representar a inibi¢ao
pelo substrato: a equagido 2.11 para S > 100 g/l e P <32 g/l e a equagdo 2.12 para S > 100

g/l e P > 32 g/l, quando um efeito sinergistico aparece.

1L = imax,i. e[ K1(8-100)] (2.11)

= pmax.; oK1(3-100)] (K2 (S-100) P] (2.12)

onde K1 e K2 sdo constantes empiricas e pmax,i possui uma dependéncia exponencial com

P (equagdo 2.4).

CYSEWSKI & WILKE (1978) observaram que em fermentagdo alcolica com

alta densidade celular ocorria um efeito inibidor da concentragio celular no proprio
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crescimento do microrganismo. Deste modo, introduziram um termo adicional aos modelos
matematicos de fermentago alcéolica, anilogo ao modelo proposto por Levenspiel,

conforme a equagdo 2.13:

w=(1- )" 2.13)

onde Ix é o termo de contribuigio da inibigdo pela concentragdo celular, Xm a maxima

concentragio celular a partir da qual n3o ha crescimento e m um coeficiente empirico.

LEE et al. (1983) propuseram um modelo ( equagdo 2.14) englobando os trés
termos de inibi¢io na forma do modelo de Levenspiel, enquanto JARZEBSKI et al. (1989)

propuseram modelo na forma de Luong (equagéo 2.15):

“zum“(sts)'(l_P};)n'(l_%]m @14

p=umax(s—+§i§. 1-(513“ . 1_(%‘)111 (2.15)

O primeiro modelo ( equagio 2.14) foi usado na modelagem e simulagéo de
sistemas continuos multiplos estagios em escala industrial por ANDRIETTA & STUPIELLO
(1990b), ANDRIETTA & MAUGERI (1994) e RODRIGUES et al (1992).
MONBOUQUETTE (1987) enfatizou a necessidade de uso de modelos intrinsecos, ou seja,
modelos que levam em consideragdo o volume ocupado pela fragdo de células no fermentador
para a simulagio adequada de fermentagbes com alta densidade celular. Segundo o autor,
modelos ndo-intrinsecos sdo adequados somente quando a fragdo volumétrica de biomassa no
fermentador é menor que cerca de 0,10. Modelos ndo-estruturados intrinsecos incluem um
pardmetro adicional, a densidade da biomassa, e termos matematicos adicionais para descrever
a concentragio de solutos na fase abidtica devido a expansio da fase biotica, isto &, devido ao

crescimento celular.
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11.3.2- Parametros cinéticos

Encontra-se na literatura uma variedade muito grande de valores para os
parimetros cinéticos da fermentagdo alcolica. Isso ocorre porque esses parametros dependem
do microrganismo utilizado e de suas condigdes fisiologicas, do meio de cultura, da

temperatura, enfim, das condi¢des em que foram determinados.

A tabela 2.2 mostra uma série de valores encontrados na literatura para
alguns parametros cinéticos. Com exce¢do dos trabalhos de BAJPAI & MARGARITIS
(1987) e DOMINGUEZ, NUNEZ, CHAMY, LEMA (1993), que utilizaram como
microrganismo Kluyveromyces marxianus e Pichia stipitis, respectivamente, 0 microrganismo

estudado foi Saccharomyces cerevisiae.
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Tabela 2.2 - Tabela com valores encontrados na literatura para pardmetros cinéticos de

fermentag@o alcoolica.

AUTORES Ks(gSubs/) pmax(h') Pm(gEt1) Yx/s Yp/s T(°C)
Aiba & Shoda (1969) 0,43 0,35 30
Aiba, M. Shoda & M. 90

Nagatani (1968)

A.J Daugulis & D.E.Swaine 0,315-1,4 87,5-140 0,003 - 0,35 -

(1987) 0,1 0,47
Andrietta &  Stupiello 103 0,033 0,445 32
(1990a)

Bazua & Wilke (1977) 0,448 80-100 30
Chang Woo Lee & Ho Nam 90 0,12 0,454 30
Chang (1987)

Cysewski, citado por 49 0,58 0,44 35
Hoppe & Hansford (1982)

Egamberdiev Ierusalimskii, 0,31 0,39 28
citado por Hoppe &

Hansford (1982)

Ghose & Tyagi ( 1979) 0,476 0,40 90 0,09 0,47 30
H. Dominguez, M. J. Nunez, 22,6 0,19 0,28 0,36 30
R. Chamy, J. M. Lema

(1993)

Hoppe & Hansford (1982) 3,3 0,64 0,43 30
Jarzebski et al. (1989) 0,5 0,24 0,13 30
Lee et al. (1983) 1,6 0,24 90 0,06 0,375

Luong, J. H T. 100 30
(1984)

Maiorella, Blanch & Wilke 0,315 0,461 87,5 0,11

(1984)

Pironti, citado por Hoppe & 15,5 0,26 0,47 30
Hansford (1982)

Pratima Bajpai & Argyrios 0,35 445 0,043 0,48 30
Margaritis (1987)

Pratima Bajpai ¢ Argyrios 0,35 44,92 0,043 0,49 35
Margaritis (1987)

Pratima Bajpai & Pramod 74-91 0,43-0,48

Bajpai (1991)
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11.3.2.1 - Efeito da temperatura nos parametros do modelo

cinético

As reagOes individuais que ocorrem dentro da célula sdo

influenciadas pela temperatura, comumente seguindo a equagdo de Arrhenius:

K =A.eE/RD (2.16)
onde:
K- constante de velocidade da reagdo
A - constante
E - energia de ativagdo
R - constante universal dos gases

T - temperatura absoluta

Uma vez que um grande numero de reagdes influencia o
crescimento celular e a formagio de um determinado produto dentro da célula, o efeito da
temperatura sobre a velocidade global é complexo. Um fator complicante adicional origina-se
dos efeitos da temperatura sobre a conformagdo das enzimas, em que grandes mudancas de

atividade enzimatica podem ocorrer dentro de estreita faixa de temperatura.

Em um modelo nio-estruturado, ¢ normal expressar parimetros
das equagdes cinéticas como fungdes da temperatura do tipo Arrhenius. A equagao de Monod
para crescimento celular pode ser escrita na forma da equagdo 2.17, onde pmax e Ks sdo

fungdes da temperatura.

S
n= umax(T)‘[S—_;-m 2.17)
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DALE et al.(1990) sugerem a equagdo de Arrhenius para
descrever a variagdo de umax com a temperatura, dentro de uma faixa de temperatura que vai
de Tmin a Tétima, onde Tmin é a menor temperatura onde o crescimento ¢ observado e
Tétima ¢ a temperatura onde a velocidade de crescimento é maxima. Acima de Totima,
observam que as velocidades de crescimento diminuem acentuadamente e as velocidades de
morte celular tornam-se significativas devido a destruigdo térmica das fungdes enzimaticas

dentro da célula.

SINCLAIR & KRISTIANSEN (1987) afirmam que a
dependéncia de pmax e Ks em relagdo a temperatura pode ser expressa pelas seguintes

equagoes:

umax(T) = ALeCEVRT) _ o5 ((-E2/RT) (2.18)

Ks(T) = A3.eE¥RD) (2.19)

Na equacio 2.18, o primeiro termo a direita corresponde 2 ativagao térmica e o segundo, cuja
energia de ativagio E2 é muito maior que El, corresponde 2 inativagéo térmica das enzimas

constituintes do microrganismo.

Entretanto, segundo MOHR & KRAWIEC, a equagdo 2.18 s6
pode ser aplicada para microrganismos com temperatura 6tima de crescimento inferior a 37
OC. MCMEEKIN et al. propuseram uma outra expressdo para 0s €asos nao previstos pela

equagio 2.18, que se ajustou bem para crescimento de muitas bactérias e fungos:
[umax(T)]2 = CL(T = Tmin).[1 - €2 (T-Tma)] (2 20)

As constantes C1, C2, Tmin e Tmax sio constantes empiricas, ajustaveis através de regressdo

n3o linear por computador.

SHU & YANG (1991) utilizaram a equagio 2.20 para modelar o
efeito da temperatura na produgdo de goma xantana por Xanfomonas campestri, obtendo bons

resultados. HUANG & CHEN (1988) estudaram o efeito da temperatura na cinética de
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produgio de etanol por Zymomonas mobilis. O modelo utilizado é expresso pelas equagdes

abaixo:

dX s
dP S
5 Qmax(m) p(P.T).Gp(S,T).X (2.22)

—g§= 1 £=( ! ].9—)5+ms.x (2.23)
dt Y/s dt YX/S dt

p
onde Fy(P,T), Fp(P,T), Gx(S,T) e Gp(S,T) sdo fungdes expressando a inibigdo do
crescimento e da produgdo de alcool pela concentragdo de etanol e temperatura, no caso dos
dois primeiros termos, e pela concentragdo de substrato e temperatura, no caso dos dois

ultimos termos.

IL.4 - Fatores que afetam a fermentagdo alcoolica

Entre os fatores que afetam a fermentagdo alcoolica, destacam-se: pH,
temperatura, concentragio do substrato, oxigénio dissolvido, etanol produzido e o tipo de

microrganismo utilizado.

1.4.1 - pH

O pH 6timo para a produgéo de etanol por leveduras de Saccharomyces
cerevisiae situa-se, geralmente, na faixa de 4 a 5. Aumentando-se o pH até 7, observa-se, via
de regra, uma diminui¢io do rendimento em etanol, com aumento da produgdo de acido

acético, segundo Kim & Kim, citados por MAIA (1989) .
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Segundo Blanchet & Ballerini, citados por MAIA (1989), o pH interno
da célula se mantém na faixa de 5,8 2 6,9, seja qual for o pH extracelular na faixa de 2
a 7. Entretanto, baixos valores de pH tornam o meio mais agressivo, uma vez que exigem das
leveduras um maior dispendio de energia na manutengdo do pH interno, além de afetar as
proteinas de transporte da membrana citoplasmatica que ficam expostas ao meio externo. O
pH do meio externo também afeta a velocidade de crescimento das leveduras, a qual atinge um
maximo quando o pH esta compreendido entre 5 e 6. Na fermentagdo alcoolica, o
estabelecimento e controle do pH do meio em valores inferiores a 5 é também considerado
importante como meio para prevenir contaminagido por bactérias laticas e acéticas, segundo

Blanchet & Ballerini, citados por MAIA (1989) .

I1.4.2 - Temperatura

Segundo Blanchet & Ballerini, citados por MAIA (1989), a
temperatura 6tima de crescimento das leveduras ¢, geralmente, inferior em 5 a 10°C a
temperatura Otima para producdo de etanol. A fermentagio alcoolica em Saccharomyces
cerevisiae é geralmente conduzida em torno de 30°C, quando se pretende maximizar a
produtividade em etanol, como na produgio de alcool combustivel. No entanto, no caso do
Brasil, sabe-se que nenhuma usina de alcool trabalha a esta temperatura devido as condigSes
climaticas e operacionais em nosso pais. A temperatura 6tima depende do conteado em etanol
no meio, tendendo a diminuir com o aumento do teor alcdolico . Portanto, a otimizagio de um
processo de fermentagdo com relagdo a temperatura requer uma redugio da temperatura do
processo, a medida que o etanol é produzido. A temperatura de fermentagdo também
influencia a fluidez na membrana citoplasmatica e a atividade das enzimas, alterando a

permeabilidade na membrana e o metabolismo das células .

De acordo com VAN UDEN (1985), existem 3 temperaturas chaves de
um processo de crescimento: Tmaxi ( temperatura maxima inicial de crescimento), Tmaxf
(temperatura maxima final de crescimento) e Topt ( temperatura 6tima de crescimento). O

aumento da concentragdo alcoolica ao longo da fermentagio provoca uma diminui¢do das 3
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temperaturas. Quando Tmaxf se iguala a temperatura do processo, o crescimento celular

torna-se nulo.

O efeito inibidor do etanol esta intimamente relacionado a temperatura
da fermentagdo. Segundo SA-CORREIA & VAN UDEN (1983), a faixa de melhor resisténcia
ao etanol para cepas usuais de Saccharomyces cerevisiae ¢ de 13 a 27°C  a 11% (v/v) de
etanol, como pode ser visto na figura 2.2, retirada do artigo citado. A tolerdncia ao alcool
diminui para temperaturas mais baixas que 13°C ou mais altas que 27°C, de forma que a
inibicdo do crescimento do microrganismo ocorre tanto em processos a baixa temperatura
(cervejas, champanhes), como em processos a alta temperatura ( alcool combustivel, vinhos

tintos).

— K teegilis
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- . ~
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Figura 2.2 - Perfil de temperatura da tolerancia maxima ao etanol de leveduras

Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces fragilis.
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11.4.3 - Substrato

A espécie Saccharomyces cerevisiae ¢ capaz de fermentar glicose,
frutose, sacarose e maltose. O substrato carbonado, a altas concentragdes ( aproximadamente
150 g/l de glicose para S. cerevisiae ), exerce agdo inibitoria sobre a fermentagdo alcoolica.
Observa-se que existe uma agdo sinergistica entre o etanol e o substrato carbonado, ag3o esta

ndo muito bem esclarecida.

I1.4.4 - Oxigénio

A fermentagio alcoolica ¢ inibida na presenga de grandes concentragoes
de oxigénio, fendmeno este denominado "Efeito Pasteur". Este efeito esta intimamente
associado ao estado fisiologico da célula, sendo que se manifesta principalmente nas leveduras
ndo proliferantes, nas quais ocorre nitida diminui¢gdo do consumo especifico de glicose. Nas
células em crescimento, por outro lado, ndo se observa diferenca significativa quanto a

velocidade de consumo da glicolise entre uma cultura aerébia e outra anaerobia.

Segundo Hoppe & Hansford, citados por MAIA (1989), o uso de
condi¢Bes microaerébicas ( 0,5% de saturagdo) permite aumentar a utilizagio do substrato,
aumentando a tolerdncia da levedura ao etanol, sem haver um decréscimo significativo no
rendimento em etanol por unidade de substrato consumido . Tal fato esta relacionado a sintese
de 4cidos graxos insaturados constituintes da membrana celular, que depende da
disponibilidade de oxigénio. Além de indispensaveis & viabilidade celular, os acidos graxos

insaturados e esterois aumentam a permeabilidade da membrana ao etanol.

11.4.5 - Etanol

O etanol foi o primeiro fator a ser reconhecido como inibidor da
fermentacdo alcoolica. As leveduras dos géneros Saccharomyces ¢ Schizosaccharomyces sao

consideradas as de melhor resisténcia ao efeito toxico do etanol. Este efeito é considerado
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resultante de varias contribui¢des: os mecanismos inibidores de base, a presenga ou ndo de
outros inibidores, composigio do meio, pressio parcial em oxigénio, temperatura, natureza da

cepa e condigdes de cultura ( batelada ou continua).

Os fatores que influenciam a sensibilidade ao etanol ( temperatura,
aeracdo, composi¢io do meio) agem direta ou indiretamente sobre as propriedades da
membrana plasmética. Entretanto, o etanol parece ndo ter um efeito nico, provocando
modificacdes nas propriedades da membrana lipidica e nos sistemas de transporte de soluto e

agindo sobre algumas enzimas.

HOLZBERG et al. (1967) demonstraram que o crescimento celular ndo
é inibido em concentracdes de etanol inferiores a 26 g/l, mas ¢ inibido totalmente quando a
concentragio de etanol atinge 68,5 g/l no meio da fermentagéo. LUONG (1984) observou que
o etanol apresentava um efeito significativo sobre a velocidade de crescimento celular a
concentracdes acima de 15 g/l e que a concentragio de etanol maxima a partir da qual as
células ndo mais cresciam (Pm) era aproximadamente 100 g/l. Luong também verificou que a
capacidade de produgdo de etanol de Saccharomyces cerevisiae era completamente inibida a
uma concentra¢do de etanol de 105 g/l. DAUGULIS & SWAINE (1987) fornecem uma tabela
com uma faixa de valores relatados na literatura para Pm de 87,5 a 140 g etanol/l, para
sistemas utilizando diversas linhagens de leveduras. A anilise desses valores deve ser
cuidadosa, entretanto, uma vez que eles dependem do tipo de microrganismo, do seu estado

fisiologico, do meio de cultura e da temperatura.

11.4.6- Viabilidade celular

De forma geral, os fatores que influenciam a viabilidade celular sdo a
quantidade de oxigénio dissolvido, a temperatura da fermentagdo, a quantidade de inoculo, a
concentracdo de substrato e de etanol, a velocidade de produgdo de etanol e o tempo de

contato entre as células e o etanol.
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CYSEWSKI & WILKE (1977) observaram que a viabilidade celular diminui
continuamente em anaerobiose, mas permanece acima de 95% em aerobiose num sistema de
fermentagdo a vacuo. As leveduras utilizam o oxigénio para produzir acidos graxos poli-
insaturados e seus precursores, compostos necessarios para a biossintese de lipideos
constituintes das membranas plasmaticas e mitocondriais. A adi¢do ao meio de cultura de
acidos graxos insaturados ou esteréis melhora a tolerancia das leveduras ao etanol e, assim,

aumenta a viabilidade celular.

Aumentos da temperatura de fermentagdo produzem uma forte diminuigio da
viabilidade celular, devido ao aumento das taxas de produgdo e acimulo de etanol no meio e
nas células. Em trabalho recente, MILANESE - RUBILAR & MAUGERI (1990) verificaram
que a viabilidade celular dependia da concentrago de etanol e do tempo de residéncia celular,

segundo a expressao:

[-A(tcP)"
Xv=2E& S (2.24)
m—

onde Xv § a fragdo viavel, T, o tempo de residéncia celular, A e m constantes empiricas.

JARZEBSKI et al. verificaram a importancia da viabilidade celular na cinética
da fermentagdo alcoolica e incorporaram este conceito a um modelo intrinseco tipo Monod,

que é mostrado na equagdo 2.25.

p\" Xt M1 S Xy
= . 1——(——] Ji-1—] | 2.25
e = e 1= 2 (Xm) SXe (229)

onde Xv é concentragio de células vidveis e Xt € concentragio total de células ( Xt = Xd +

Xv), sendo Xd a concentragdo de células mortas.
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II. MATERIAIS E METODOS

II1.1 - Materiais

II1.1.1 - Microrganismo

Foi feita uma seleg@o entre varias leveduras isoladas de usinas e cedidas
por centros de pesquisa. A linhagem escolhida foi a cedida pela Usina Santa Adélia/SP, filiada
a Coopersucar. A metodologia para selegdo da melhor linhagem de levedura esta descrita no

item II1.2.3.

111.1.2 - Condig¢oes da cultura

O microrganismo foi mantido em “slants” de PDA (Potato Dextrose

Agar), a 5°C, repicado rotineiramente dentro de um periodo maximo de 2 meses.

111.1.3 - Meios de cultura

Para os testes com fermentagdo continua, o meio de cultura utilizado foi
a base de melago de cana-de-agucar, contendo 40 gART/ e suplementado com 2,5 g/l de
extrato de levedura. Foram também adicionados um anti-espumante ( 1ml/ 12 1) e um

bactericida com nome comercial Busan ( 1ul/l).

Para os testes de determinacio de Pm, o meio de cultura era constituido

de 80 gARTY/l, 4 base de melago de cana-de-agucar e 2,5 g/l de extrato de levedura.
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I11.1.4 - Fermentador

Foi utilizado o fermentador BIOFLOW III System, produzido por New

Brunswick Scientific Co. Inc., que ¢ mostrado na figura 3.1. Este bioreator possui controlador

de temperatura, bombas para alimentagdo dos nutrientes e eletrodo de pH.

AR _Q FILTRO FILTRO DE
:_{_’l: DE AR / EXAUSTAO
Acmo =
mase ——{H— pd
: . cio CONDENSADOR
»~ DE EXAUSTAO
AMOSTRA ' | Yr———y
[—— 1 11 1]
NUTRIENTE U = - 1
'r—-——-—-— ----4»—1
9 r b‘ -
_ '] ? y
ANTI-ESPUMANTE {=}—» :
I . |
< i
AQUECEDOR —
1
AGUA ~—tome—et b
o §
}
DRENO —
RECIPIENTE RECIPIENTE
DE COLETA DE COLETA

Figura 3.1 - Visdo esquematica do fermentador BIOFLOW IIL
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Figura 3.2 - Fotografia do fermentador BIOFLOW III em operagao.

I11.2 - Procedimento Experimental

I11.2.1 - Preparo do in6culo para testes com fermentagao continua

A partir de “slants” da linhagem de levedura selecionada com 2 dias de
crescimento a 32°C, inoculava-se o frasco de pré - fermentagdo contendo 100 ml de meio de
cultura com melago de cana-de-agucar (40 gART/l) e 2,5 g/l de extrato de levedura. Os frascos
eram, entdo, incubados em shaker (150 rpm) a 32°C, durante aproximadamente 24 horas.

Adicionava-se, assepticamente, todo conteado de pré-fermentagéo a 1,2 litros do mesmo meio
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de cultura no fermentador, previamente esterilizado a 121°C por 20 minutos. Fazia-se, entdo, o
crescimento do microrganismo durante 24 horas, a 32 °C e agitagdo de 250 rpm. Podia-se,
assim, iniciar os ensaios com fermentagdo continua, ajustando-se a temperatura e a vazdo de

alimentac3o.

I11.2.2 - Teste para determinagao de Pm

Segundo LEVENSPIEL (1980), Pm deve ser determinado deixando o
microrganismo em um meio com agucar suficiente para que ndo haja inibigdo do crescimento
celular pelo substrato, mas apenas pelo produto. Terminando a produgdo de alcool, obtém-se

Pm analisando o teor alcoolico do meio.

Neste trabalho, foi feita uma alimentagdo por etapas do agucar,
determinada pela diminui¢do da velocidade de liberagio de CO5, que ¢ medida pela variagdo
de peso do frasco, segundo ANDRIETTA & STUPIELLO (1990). Iniciava-se o teste fazendo-
se uma pré - fermentagdo para ativagdo do microrganismo a 32°C durante 24 horas, seguindo
o mesmo procedimento utilizado para preparo do indéculo dos testes com fermentagio
continua. Encerrada a pré-fermentac8o, inoculava-se 10 ml de meio de pré-fermentagdo em
um frasco com 100 ml de meio de cultura contendo 80 gART/l, a base de melago de cana-de-
agucar e 2,5 g/l de extrato de levedura. Faziam-se, entdo, as leituras dos pesos iniciais dos
frascos (teste em triplicata), que eram incubados em shaker, na temperatura do referido teste e
com agita¢do de 150 rpm. Os frascos eram pesados periodicamente e a partir do momento em
que nio havia mais uma alteragdo significativa no peso do frasco, era feita nova alimentagéo,
com uma concentragio de agucares de forma a se ter 80 gART/l no volume total de meio do
frasco. O volume de meio adicionado ao frasco era limitado para ndo causar uma variagdo
muito grande no volume total. Eram feitas novas alimentagGes, até que ndo houvesse mais
variago significativa no peso de frasco apos a adigdo de mais meio de cultura, significando o
término da fermentagio. Analisava-se, entdo, o teor alcéolico do meio e determinava-se, deste

modo, Pm na temperatura do teste em questao.
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I11.2.3 - Selegao do microrganismo

A selegdo da linhagem de levedura baseou-se na avaliagdo da velocidade
especifica maxima de crescimento (umax) a 32°C. Escolheu - se, deste modo, a linhagem de
levedura que apresentou o maior pmax nesta temperatura. O valor de umax foi obtido a partir

das curvas de crescimento das 8 linhagens de levedura disponiveis.

A metodologia para a construgo das curvas de crescimento foi baseada

na técnica utilizada por RODRIGUES (1989) e € descrita a seguir:

- A partir de "slants" da linhagem de levedura com 2 dias de crescimento, inocula-se frasco de
pré-fermentagio contendo 100 ml de meio de cultura com melago de cana-de-agucar (40
gART/) e 2,5 g/l de extrato de levedura, incubando-se em shaker (200 rpm) a 30°C, durante

aproximadamente 24 horas;

- Inocula-se outro frasco de fermentagdo, contendo o mesmo meio de cultura, com 10% do

meio fermentado;

- Imediatamente ap6s a inoculagdo, retiram-se amostras, fazendo-se leituras de absorbancia em
espectrofotdmetro visivel a 600 nm. Os frascos sdo colocados em shaker a 200 rpm na
temperatura de 32°C e sdo feitas leituras de absorbancia de hora em hora, aproximadamente,

até observar que a leitura esta constante, obtendo-se assim a curva de crescimento celular.

- Constroe-se a curva In(DO/DOo) vs tempo, onde DO é a densidade otica (absorbancia) e
DOo a densidade 6tica no tempo zero, obtendo-se o valor de pmax através da inclinagdo da

fase linear da curva de crescimento.

I11.2.4 - Fermentagao continua

Apds o preparo do inoculo, descrito no item IIL2.1, iniciavam-se 0s
testes com fermentagdo continua, ajustando-se a temperatura e a vazio de alimentagdo. A
vazdo de alimentagio era determinada a partir da variagio do peso do frasco de alimentagéo

com o tempo ( vazio massica de alimentagdo) e da densidade do meio de alimentagdo, que foi
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determinada experimentalmente (p = 1,0212 g/ml a 28°C). Comegava-se com uma vazio de
alimentagdo baixa, mantida durante um periodo de tempo igual ou maior que trés tempos de
residéncia ( 37), apés o qual era retirada uma amostra do fermentador, para as analises de
agticar redutor total, alcool e concentragio de células. Entdo, aumentava-se a vazdo de
alimentagdo repetindo-se o procedimento anterior. Para cada temperatura, eram ajustadas de 5
a 6 vazdes diferentes de alimentagdo. As vazdes de alimentagdo foram escolhidas de forma a se
ter uma faixa de trabalho para a taxa de dilui¢do entre 0,1 € 0,4 h!. O limite maximo para a
vazdo de alimentagio ocorre quando a taxa de diluigdo se iguala a pmax, pois a partir deste

valor pode ocorrer lavagem das células do reator.

111.3 - Métodos Analiticos

I11.3.1 - Concentragao de Aglicares Redutores Totais

O método utilizado para a analise de agucares redutores totais foi o
método colorimétrico usando 4cido dinitrosalicilico (DNS), segundo MILLER (1959), apos

prévia hidrélise da sacarose. As analises foram feitas em triplicata.

Para cada solu¢io preparada de DNS, construia-se uma curva padrao,
que relacionava a absorbancia a 540 nm com concentragdes conhecidas de sacarose. Fazia-se
uma regressio linear dos dados obtidos, obtendo-se assim a equagdo de uma reta que fornecia

a concentragio de ART da amostra a partir do valor lido de absorbéncia.

I11.3.2 - Concentragao de células

A concentragdo de células (g cel.seca/l) foi determinada por gravimetria,
usando-se membranas de 0,45 um, com posterior secagem em estufa a vacuo. Eram medidas 3
amostras de 10 ml de meio fermentado, que eram, ent3o, filtradas com membrana de 0,45 pm,
previamente seca em estufa a vacuo ( - 60 cmHg) a 60°C por 24 horas e pesadas em balanga

analitica. As membranas eram colocadas novamente em estufa a vacuo, nas mesmas condigbes
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descritas acima e pesadas. A diferenga entre os dois pesos dividido pelo volume da amostra

fornecia o valor da concentragio de células secas.

I11.3.3 - Concentragao de etanol

A anilise de etanol foi feita por cromatografia gasosa, usando acetona
(2%v/v) como padrio interno. Foi utilizado o cromatografo VARIAN 3400, com coluna (L =
1,0 m e Dext = 3,2 mm) empacotada com Porapack-Q, 120 mesh e detector de ionizagdo de
chama. O injetor e o detector foram mantidos a 220 e 180°C, respectivamente, € a coluna foi
operada isotermicamente a 150°C. Nitrogénio foi usado como gas de arraste, a uma vazéo de
30 ml/min. Os gases de combustio foram hidrogénio e ar. Amostras de 1 pl foram injetadas e

as analises foram feitas em triplicata.

I11.4 - Determinagéo do rendimento de etanol (Yp/s) e do rendimento

celular (Yx/s)

Os rendimentos de etanol e celular sdo definidos pelas equagdes 3.1 e
3.2 para reator de mistura em processo continuo, onde Po, So e Xo sdo as concentragdes de
etanol, substrato e de células, respectivamente, na alimenta¢do do fermentador, enquanto P, S
e X sdo as concentragdes na saida do fermentador (ver figura 3.2). Os rendimentos foram
obtidos através de ensaios com fermentagio continua para varias taxas de diluigdo. De posse
dos dados, foram construidos os graficos AP vs. AS e AX vs. AS. Caso o ajuste da regressdo
linear aos dados seja bom, Yp/s e Yx/s sdo constantes e iguais aos coeficientes angulares das

retas obtidas.
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Yp/s= 3.1

p/s=g g 3.1)

Yx/s= X X0 (3.2)
So-S

II1.5 - Determinagdo das constantes do modelo

O modelo matematico escolhido para ser testado inicialmente é o proposto por

JARZEBSKI, MALINOWSKI & GOMA (1989) :

I, = umax.{l—(%)n}[l—(;f;)m} Ii:_ivs (3.3)

onde os expoentes n e m levam em consideragio a nio-linearidade dos efeitos de inibig@o do

etanol e da concentragio de células.

J4 as velocidades de consumo de substrato (rs) e de produgdo de etanol (Ip)

podem ser expressas pelas equagdes 3.4 e 3.5, considerando-se na equagdo 3.5 que a

velocidade de produgio de etanol é proporcional a velocidade de crescimento celular:

r
X _
-T = 7 ms. Xv (3.4
x 3.5)
rP "~ Yp/x '

Considerando o esquema do fermentador mostrado na figura 3.3, os balangos de massa
de célula, substrato e etanol para o modelo proposto no regime permanente resultam nas

seguintes equagdes, respectivamente:
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p=D (para Xo = 0) (3.6)
D.(So-8)-*=X _0 (3.7)
x/s
DP-Yp/xuX=0 (para Po=0) 3.89)
Yp/s

Nas equagdes acima, D é a taxa de diluigdo (F/V) e Yp/x é definido como

Yx/s'

F,So,Xo,Po

F.S.X,P

V

(L1 []

Figura 3.3 - Reator de mistura agitado (CSTR).

Para a determinagdo dos pardmetros do modelo (Ks, pmax, n, m), deve-se proceder de
forma a se fazer simplificagdes na equag@o que possibilitam a avaliagdo destes termos. Para a
determinagdo de pmax e Ks, deve-se trabalhar com baixas concentragdes de etanol (baixo P)
para desprezar seu efeito inibidor e obter, deste modo, o 22 termo da equagdo 3.3,
aproximadamente, igual a 1, e trabalhar com baixa densidade celular, de modo que o 32 termo
também seja proximo de 1, caindo-se na equagdo de Monod. Usando -se a técnica de
linearizagdo de Lineweaver - Burk, faz -se o grafico 1/u vs. 1/S e os dados sdo ajustados a

uma reta. Pode-se, entdo, determinar pmax pela intersegdo da reta obtida com o eixo dos y
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(1/u) e Ks pelo coeficiente angular da reta obtida, para cada temperatura de interesse. Em
seguida, trabalhando-se com maior concentragio de agucar e, assim, de etanol, e mantendo a
concentragio celular baixa para que o 32 termo da equagdo 3.3 ainda possa ser simplificado a
1, pode-se determinar Pm e n para as varias temperaturas, segundo método baseado em
LEVENSPIEL (1980). Para cada temperatura, deve-se construir o grafico 1/u vs. 1/§, para
diferentes P. Este grafico fornece o termo pmax| 1 - G’/Pm)n]. Conhecendo Pm, pode - se
obter ‘n’ construindo -se o grafico log { umax [1 - (P/Pm)n]} vs. log[1 - (P/Pm)].
O coeficiente angular da reta obtida fornece "n". Finalmente, trabalhando-se com reciclo de
células e, assim, com altas concentragdes de célula pode-se determinar Xm e m em varias
temperaturas. Paralelamente, podem ser determinadas as outras constantes do modelo (Yx/s,
Yp/s e ms) presentes nas equagdes de velocidade. Neste trabalho, entretanto, vamos nos ater

somente as determinagdes de Ks, umax, Yx/s e Yp/s.
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IV. RESULTADOS EXPERIMENTAIS E DISCUSSAO

IV.1 - Selegao do microrganismo

Foram testadas 8 linhagens de levedura:
- uma linhagem disponivel no laboratério e isolada de usina (1),
- uma linhagem cedida pela Usina Barra Grande (SP) (2);
- Saccharomyces uvarum 1Z-1904, cedida pelo IPT(SP) (3);
- Saccharomyces bayanus, cedida pelo IPT(SP) (4);
- Saccharomyces cerevisiae CCY - 21.4.36, cedida pelo IPT (SP) (5);
- uma linhagem HTYM - 81, isolada da destilaria Santa Isabel (NE) e cedida pela UNESP de
Araraquara (6);
- uma linhagem cedida pela Usina Santa Adélia (SP) (7);
- uma linhagem cedida pela Usina Cresciumal (SP) (8);
Foram construidas as curvas de crescimento das 8 linhagens, usando a
metodologia descrita no item IV.1, que sio mostradas nas figuras 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 45, 4.6,

4.7 ¢ 4.8 . Os valores obtidos de umax estdo apresentados na tabela 4.1.

Analisando-se os resultados, chega-se a conclusio que a linhagem a ser
escolhida é a nimero 7, cedida pela Usina Santa Adélia, pois foi a que apresentou maior valor
de umax e sendo isolada de usina, provavelmente possui boa tolerdncia ao etanol e a

temperatura.
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Tabela 4.1 - Valores de umax obtidos das curvas de crescimento a 32°C.

Linhagem pmax (h ™)

1 0,14
2 0,17
3 0,21
4 0,19
5 0,23
6 0,27
7 0,32
8 0,19

2,0
1,5 -
-
o
O
e
o 1,04
[a)
£
0.5 -
- dados experimentais
- regressédo linear
- In(DO/DOo) = -0,576 + 0,135.t
-
0,0 1) T L] ¥ L L L] T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
TEMPO (h)

Figura 4.1 - Curva de crescimento para a linhagem 1 a 32°C .
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= dados experimentais
regressao linear
) - m(DO/DOo)=-0,618 + 0,172t
0,0 My e[
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
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Figura 4.2 - Curva de crescimento para a linhagem 2 a 32°C .
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Figura 4.3 - Curva de crescimento para a linhagem 3 2 32°C .
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In(DO/DOo)

In(DO /DO o)
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1 ® |In({DO/DOo0)=-1,174 + 0,186t
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Figura 4.4 - Curva de crescimento da linhagem 4 a 32°C .
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Figura 4.5 - Curva de crescimento da linhagem 5 a 32°C .
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Figura 4.6 - Curva de crescimento da linhagem 6 a 32°C .
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Figura 4.7 - Curva de crescimento da linhagem 7 a 32°C.
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Figura 4.8 - Curva de crescimento da linhagem 8 a 32°C .

IV.2 - Determinagdo de Pm

Foram determinados os valores para Pm para as temperaturas de 28, 30, 32, 34,
36 e 38 °C, segundo a metodologia descrita no item I11.2.2. Os resultados obtidos estdo

mostrados na tabela 4.2 e estio de acordo com valores citados na literatura:
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Tabela 4.2 - Valores de Pm obtidos nos ensaios em batelada.

Temperatura (°C) Pm ( g Etanol/])

28 83,7
30 111,3
32 100,2
34 98,7
36 78,1
38 71,0

A figura 4.9 mostra os valores de Pm obtidos experimentalmente. Verifica -se
que Pm cresce de 28 a 30°C, quando atinge seu maior valor: 111,3 gEtanol/l. A partir dessa
temperatura, decresce, chegando a 70,5 g Etanol/l na temperatura de 38°C. Foram testados
dois ajustes na faixa de temperatura de 30 a 38°C para descrever essa diminui¢do de Pm com a
temperatura: um ajuste linear e um ajuste exponencial. As equagdes 4.1 e 4.2 mostram as

regressdes obtidas, onde T € a temperatura em °C.

Pm =266,45—-5,135.T 4.1)
=0,94
Pm = 638,1e %0374 T (4.2)
 =0,93
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Figura 4.9 - Variagdo de Pm com a temperatura.

A figura 4.10 mostra uma comparagdo entre OS resultados obtidos e os
reportados no trabalho de SA-CORREIA & VAN UDEN (1983). Verifica -se uma
discordancia entre os dois trabathos no tocante ao fato de Pm crescer de 28 a 30°C para depois
decrescer com a temperatura. Segundo SA-CORREIA & VAN UDEN (1983), existe um
patamar para Pm em torno de 87 gEtanol/l entre as temperaturas de 13 a 27°C, utilizando -se
Saccharomyces cerevisiae . Acima de 27°C, Pm cai significativamente. Esta discrepancia pode
decorrer de problemas experimentais. Em virtude disso, desconsiderou -se o valor de Pm a
28°C na modelagem. Uma outra diferenga observada entre os dois trabalhos foi a obtengdo de
valores sistematicamente mais altos para Pm nesse trabatho. Isso pode ser explicado pelas
diferencas das cepas de Saccharomyces cerevisiae e de meio de cultura, lembrando-se que a
cepa utilizada nesse trabalho ¢é proveniente de usina de alcool, com uma tolerancia
supostamente maior ao etanol. Além disso, analisando-se a tabela 2.2, verifica-se que os
valores de Pm obtidos nesse trabalho (84 - 111 g Etanol/l) estdo dentro do intervalo previsto
por DAUGULIS & SWAINE (1987). O ajuste escolhido para o decréscimo de Pm com a
temperatura foi o exponencial, descrito pela equagio 4.2, uma vez que ha uma tendéncia geral
de que os pardmetros cinéticos variem exponencialmente com a temperatura € as correlagdes
para os dois ajustes foram praticamente iguais ( 2 = 0,94 para o ajuste linear e 0,93 para ajuste

exponencial). ANDRIETTA & MAUGERI (1994) ajustaram uma equagdo semelhante a
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equagdo 4.2 para Pm e obtiveram a seguinte expressio. Pm = 895,6.6_0’0676'T. Verifica-
se que os valores encontrados para as constantes cinéticas sio da mesma ordem de grandeza.
Além disso, os mesmos autores obtiveram para 32°C um valor de Pm igual a 103 gEtanol/],
valor praticamente idéntico ao obtido nesse trabalho ( Pm = 100,2 gEtanol/l). Deve -se
ressaltar também que, sob o ponto de vista pratico na condugio de fermentagdo alcoolica
industrial, temperaturas abaixo de 30°C nunca s3o atingidas, exceto para bebidas alcoolicas que
no sio objeto deste estudo. Portanto, o fato de se desconsiderar o valor de Pm a 28°C ndo

compromete os modelos obtidos.
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20} © Sa-Correia e Van Uden °
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25 30 40 45

35
Temperatura (0C)

Figura 4.10 - Comparagéo dos dados obtidos para Pm com os
reportados por Sa-Correia & Van Uden (1983).

IV.3 - Fermentagao continua

Foram realizados os testes com fermentagdo continua para as temperaturas de
28, 30, 32, 34, 36 e 380C. Os resultados estdo apresentados na tabela 4.3. O pH do meio

situou - se entre 4,0 e 5,2, para todas as temperaturas.
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Tabela 4.3 - Resultados dos ensaios com fermentagdo continua. Os valores de S, X e P

sdo a média das analises, que foram feitas em triplicata.

Temperatura (°C) D (1/h) S (gARTN) X(g cel.seca/l) P(g EtN)

28 0,112 25 3,5 20,0
0,162 3.7 3.2 19,3
0,221 13,3 2,9 13,8
0,275 20,0 2.2 9.6
0,312 25,5 1.5 71
30 0,153 2.6 3,6 19,7
0,222 5,3 3,3 10,8
0,241 10,4 2.9 7.4
0,270 14,1 2.7 12,4
0,336 23,3 1,8 7.7
32 0,170 35 3.4 18,3
0,226 5.7 3.2 18,5
0,238 7.7 3,1 14,9
0,312 19,1 2.4 11,9
0,348 24,0 2.1 8.7
34 0,143 2.5 37 18,4
0,160 2.7 3.8 13,8
0,207 4,0 3.4 19,7
0,230 5.8 3.2 10,3
0,278 12,2 2.8 12,4
0,326 15,8 25 11,8
36 0,156 2.6 3.4 20,0
0,203 4,5 2.9 18,3
0,215 4.9 2.8 14,9
0,264 12,7 2.7 14,8
0,374 24,0 1,9 8,3
38 0,127 2,7 33 16,0
0,160 4.1 2.9 16,0
0,199 8.9 2.7 15,1
0,208 11,1 2.6 15,5
0,247 15,1 2.1 12,5

0,296 23,8 1,7 8,8
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IV.3.1 - Determinacdo das constantes cinéticas da equac¢ao de

Monod em fungao da temperatura

As constantes cinéticas pmax e Ks foram determinadas nas diferentes
temperaturas, usando -se a técnica da linearizagdo de Lineweaver-Burk. Tomou -se como

constantes as condigdes de alimentago, ou seja, Xo =0 e So =40 g ART/L.

Os graficos 1/ vs. 1/S para cada temperatura sio mostrados a seguir.
Analisando-se os graficos 1/u vs. 1/S ( figuras 4.11, 4.12, 4.13, 4.14, 4.15 e 4.16), observa-se
que a regressio linear ajustou-se bem aos dados experimentais (r2 > = 0,96). Os valores

obtidos para umax e Ks sdo mostrados na tabela 4.4.
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1/ (h)
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——Regressao linear
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1/S [(QART/M)-1]

Figura 4.11 - Grafico para determinagdo de pmax e Ks na temperatura de 28 °C .

Equagdo da regressio:

14,208

L2924 2220
S

1)

2 =0,963
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Figura 4.12 - Grafico para determinagdo de pmax e Ks na temperatura de 30 °C .

Equagdo da regressao:
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Figura 4.13 - Grafico para determinagdo de pmax e Ks na temperatura de 32 °C .

Equagdo da regressio:
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Figura 4.14 - Grafico para determinagdo de umax e Ks na temperatura de 34 °C .
Equagdo da regressdo:
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Figura 4.15 - Grafico para determinagdo de pmax e Ks na temperatura de 36 °C .

Equagdo da regressao:
l =2,467 + ———1 L161
7 S
r=0973
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Figura 4.16 - Grafico para determinagio de umax e Ks na temperatura de 38 °C .

Equagio da regresséo:

1 12,528

=3309 + -2
S

£
= 0,964

Tabela 4.4 - Valores obtidos para umax e Ks, fazendo-se a regressdo linear do grafico 1/u vs.

1/8.

Temperatura (°C) pmax (h") Ks (g ART/)

28 0,342 4,86
30 0,345 3,25
32 0,399 4,69
34 0,398 4,15
36 0,382 3,84
38 0,302 3,79

Ajustando-se os dados de umax a relagdo proposta por SINCLAIR &
KRISTIANSEN (1987), obtém-se a equagdo 4.3, onde T é a temperatura absoluta em Kelvin.
Esta equa¢do foi obtida determinando -se as constantes Al = 4,181.10* e EI/R = 3535 K
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através da regressio linear de In(umax) vs 1/T (K™) para os trés primeiros valores de pmax.
As constantes A2 = 5,397.10% e E2/R = 50475 K foram determinadas pela regressio linear de
In(UmaXegressior - Umax) vs 1/T, para os trés Gltimos valores de pumax. O parametro
MMaXregressior € O Valor de umax calculado pela equagdo obtida da regressdo linear dos trés
primeiros pontos. A figura 4.17 mostra as duas retas que compdem a equagdo 4.3: a reta de
ativagio e a de desativagio térmica. A figura 4.18 mostra a curva fornecida pela equagéo 4.3,
assim como os dados experimentais. Observa-se que existe um bom ajuste dos dados
experimentais. Pelo grafico, verifica-se que a temperatura em que pumax atinge seu valor

maximo de 0,4 h' é 34,5 °C.

umax = 4,181 .10%x 3335 D . 5397 10%x 045D (43

Analisando-se a tabela 2.2, verifica-se que existe uma faixa grande de
variagdo para umax na literatura, de 0,19 a 0,64. Os valores obtidos nesse trabalho estdo
situados dentro dessa faixa. ANDRIETTA & MAUGERI (1994) obtiveram um valor para
umax igual a 0,41 h™' a T = 32°C, utilizando um microrganismo isolado de destilaria brasileira,

muito semelhante ao valor obtido nesse trabalho a 32 °C (umax = 0,399 h™).

Quanto a Ks, observa-se que ndo existe uma tendéncia de variagdo deste
pardmetro com a temperatura, como pode ser visto na figura 4.19. Tendo-se em vista as
imprecisdes envolvidas na sua determinagdo ( erro experimental da andlise de ART e erro
envolvido na regressdo linear), pode - se considerar que Ks varia muito pouco com a
temperatura e obtém - se um valor médio igual a 4,1 gART/l para Ks. Analisando-se a tabela
2.2, observa-se que esse valor esta fora da faixa usual de valores de Ks (0,315-1,4 g
Substrato/l ), citada por DAUGULIS & SWAINE (1987). Entretanto, o valor obtido para Ks ¢
préximo dos valores obtidos por HOPPE & HANSFORD (1982) e por Cysewski, citado no
mesmo artigo, que sio 3,3 e 4,9 g Substrato/l, respectivamente. Como Ks é fungdo do
microrganismo e do meio de cultura, uma analise mais detalhada desses valores € dificil de ser
feita. Entretanto, esse valor obtido para Ks mais alto que a faixa usual encontrada na literatura

e citada por DAUGULIS & SWAINE (1987) talvez possa ser explicado pela deficiéncia em
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algum micronutriente no meio de cultura ou pela existéncia de compostos inibidores presentes

no melago que afetaram o crescimento celular.

0 1 ¢ 1
1 A
é -2 4 m Dados experimentais
S .3 ——Regressao linear 1
£ o Dados calculados
4 ——Regressao linear 2
'5 X
0.0031 0.0032 0.0033 0.0034 0.0035

1/T (K-1)

Figura 4.17 - Retas de ativag@o e desativa¢do térmica para pmax.

0.45
;_\ 04 1
=3
£ o Dados experimentais
= 03 | —— Regressio
0.25
28 30 32 34 36 38

Temperatura (°C)

Figura 4.18 - Variag@o de [ilmax com a temperatura.
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Figura 4.19 - Variagdo de Ks com a temperatura.

IV.3.2 - Determinag¢ao de Yx/s

Os graficos X vs. AS ( figuras 4.20, 4.21, 4.22, 4.23, 4.24 e 4.25) foram
construidos de acordo com a metodologia descrita no item II.4 e sdo mostrados a seguir. Foi
feita regressdo linear para a obtengdo de valores médios de Yx/s em cada temperatura. Para as
temperaturas de 28, 30, 34 e 38 °C, os dados ajustaram-se relativamente bem a regressdo linear
(r2>=0,9). Portanto, pode-se considerar que Yx/s € constante nestas temperaturas e igual a
0,097; 0,098; 0,099 e 0,087 g cel.seca/g ART, respectivamente. Ja para as temperaturas de 32
e 36 °C, o coeficiente de correlagdo para a regressdo linear ndo foi bom ( 2 = 0,60 e 0,56,
respectivamente). Entretanto, para efeito de comparagdo, os valores de 0,098 e 0,088 g
cel.seca/g ART foram considerados como os rendimentos celulares médios aproximados para
as temperaturas de 32 e 36°C. A figura 4.26 mostra a variagdo do rendimento celular com a
temperatura, assim como o modelo proposto para descrever essa variagdo. Verifica-se que
Yx/s mantém - se constante na faixa de temperatura de 28 a 34°C e apresenta uma queda
para temperaturas superiores a 34°C. Portanto, considerou -se que Yx/s € igual a 0,098 g cel./g
ART entre 28 e 34°C e cai exponencialmente de 34 a 38°C, de acordo com a equagdo 4.4,
onde T é a temperatura em °C. Deve -se ressaltar que a equagio 4.4 foi obtida a partir de

somente 3 pontos e seu coeficiente de correlagio ( r’) é igual a 0,82,
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Y, /s =0,292.e00032D) 13349 (4.4)

A tabela 4.5 resume os dados obtidos para Yx/s nas temperaturas de

teste.

Tabela 4.5 - Valores de Yx/s nas temperaturas de teste.

Temperatura (°C) Yx/s (g cel./ g ART)

28 0,097
30 0,098
32 0,098
34 0,099
36 0,088
38 0,087

Analisando-se as tabelas 4.5 e 2.2, verifica-se que os valores obtidos
nesse trabalho estdio dentro da faixa de valores encontrados na literatura citada por
DAUGULIS & SWAINE (1987). BAJPAI & MARGARITIS (1987) investigaram o efeito da
temperatura na cinética de produgdo de etanol por células livres de Kluyveromyces marxianus
em extrato de alcachofra de Jerusalém. O rendimento celular (Yx/s) obtido por esses autores
manteve-se constante e igual a 0,043 g céls.secas/g aglcares utilizados na faixa de
temperatura de 25 a 35 °C, mas diminuiu significativamente acima de 35 °C. O mesmo
comportamento foi observado nesse trabatho, sugerindo haver um patamar onde o rendimento
celular é maximo e uma temperatura maxima a partir da qual o rendimento celular cai
significativamente. Nesse trabalho, a temperatura méxima a partir da qual o rendimento celular
cai significativamente é 34 °C, coincidindo, praticamente, com a temperatura em que pmax

atinge seu valor maximo ( T = 34,5 °C).
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Figura 4.20 - Grafico para determinag¢@o de Yx/s na temperatura de 28°C .

Equagdo da regressao:
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Figura 4.21 - Grafico para determinagdo de Yx/s na temperatura de 30°C .

Equagdo da regressio:

X =0,098.AS
=0,963
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Figura 4.22 - Grafico para determina¢do de Yx/s na temperatura de 32°C.

Equagdo da regressdo:
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Figura 4.23 - Grafico para determinagdo de Yx/s na temperatura de 34 °C.
Equacio da regressao:

X =0,099.AS
? = 0,941
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Figura 4.24 - Grafico para determinagdo de Yx/s na temperatura de 36 °C.

Equagdo da regressao:
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Figura 4.25 - Grafico para determinagdo de Yx/s na temperatura de 38 °C.

Equagdo da regressio:
X =0,087.AS
' = 0,902
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Figura 4.26 - Variagdo de Yx/s com a temperatura.

IV.3.3 - Determinagéao de Yp/s

Os rendimentos em etanol (Yp/s) foram obtidos através dos graficos P
vs. AS (figuras 4.27, 4.28, 4.29, 430, 4.31 e 4.32), de acordo com metodologia descrita no
item III.4. Foram obtidos os valores médios de Yp/s para cada uma das temperaturas. Os
valores obtidos para Yp/s foram 0,501; 0,505; 0,512; 0,500; 0,502 e 0,511 g etanol/g ART,
respectivamente. Verifica -se que os valores de Yp/s sdo elevados, atingindo valores proximos
a0 maximo tedrico. Observa -se, no entanto, que nio ha uma grande variagdo no rendimento
em etanol nesta faixa de temperatura, ndo sendo evidenciada nenhuma relagdo de Yp/s com a
temperatura, o que pode ser visto na figura 4.33. Calculando - se um valor médio de Yp/s para

a faixa de temperatura de 28 a 38°C, obtém - se o valor de 0,505 g etanol/g ART.

A Tabela 4.6 resume os dados de Yp/s nas diferentes temperaturas de

teste.
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Tabela 4.6 - Valores de Yp/s nas temperaturas de teste.

Temperatura (°C) Yp/s (g Et./ gART)

28 0,501
30 0,505
32 0,512
34 0,500
36 0,502
38 0,511

Analisando-se as tabelas 4.6 e 2.2, verifica-se que os valores obtidos
nesse trabalho sdo mais altos do que os valores encontrados na literatura. Além disso, sabe-se
que em condi¢des industriais, Yp/s apresenta um valor médio em torno de 0,43. Alguns
autores, entretanto, obtiveram valores elevados para Yp/s, como sio os casos d¢ BORREGO
et al. (1987) e BAJPAI & MARGARITIS (1986), que encontraram valores em torno de 0,50 g
etanol/g ART, trabalhando com Zymomonas mobilis. Como a maioria dos valores citados na
literatura sio menores que os obtidos nesse trabalho e pelo fato de Yp/s ter se aproximado
muito do maximo tedrico, é provavel que tenha havido algum problema com os métodos

analiticos de etanol e/ou de agucares redutores totais.

BAJPAI & MARGARITIS (1986) utilizando Zymomonas mobilis
imobilizada e trabalhando em fermentag@o continua obtiveram Yp/s constante ¢ igual a 0,50 g
etanol/ g ART na faixa de temperatura de 21 a 40°C, com um pequeno decréscimo a partir
dessa temperatura, atingindo o valor de 0,475 a 50°C. BORREGO et al. (1987) obtiveram
Yp/s constante e também igual a 0,50 g etanol/ g ART na faixa de temperatura de 20 a 35°C,
diminuindo para 0,47 a 40°C. BAJPAI & MARGARITIS (1987), utilizando Kluyveromyces
marxianus, obtiveram Yp/s constante e igual a 0,485 g etanol/g aglicares utilizados na faixa de

temperatura de 25 a 35 °C, com uma nitida diminui¢4o acima de 35°C. Lee et al., citado por
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BAJPAI & MARGARITIS (1987), trabalhando com Saccharomyces uvarum, reportaram que
Yp/s permanecia praticamente inalterado na faixa de temperatura de 25 a 43 °C. Portanto,
apesar dos valores obtidos para Yp/s serem elevados, pode-se concluir de posse dos resultados
que Yp/s ndo é influenciado pela temperatura na faixa de 28 a 38 °C dentro das condiges

experimentais utilizadas nesse trabalho.
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Figura 4.27 - Grafico para determinagdo de Yp/s na temperatura de 28°C.

Equagio da regressio:
P=0,501.AS

= 0,983
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Figura 4.28 - Grafico para determinagio de Yp/s na temperatura de 30°C.

Equagdo da regressio:
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Figura 4.29 - Grafico para determinagdo de Yp/s na temperatura de 32°C.
Equagdo da regressio:

P=0,512.AS
?=0,924
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Figura 4.30 - Grafico para determinag@o de Yp/s na temperatura de 34°C.

Equagdo da regressio:
P =0,500.AS

= 0,891
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Figura 4.31 - Grafico para determinagdo de Yp/s na temperatura de 36°C.
Equagio da regressao:

P =0,502.AS
 =0,871
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Figura 4.32 - Grafico para determinag3o de Yp/s na temperatura de 38°C.

Equagio da regressao:
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Figura 4.33 - Variagdo de Yp/s com a temperatura.
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V - CONCLUSAO

- De todas as linhagens estudadas escolheu - se a cedida pela Usina Santa Adélia, que
apresentou a maior taxa de crescimento celular. No decorrer dos estudos, a linhagem

apresentou bom comportamento, com termo e alcool-tolerdncia relativamente altas.

- Os dados de Pm (concentragio maxima de etanol acima da qual ndo ha mais
crescimento celular), a diferentes temperaturas, mostraram uma tendéncia a diminuir

exponencialmente com a temperatura. Foi proposto o seguinte modelo para Pm:
Pm = 638,1eC%%74D nsara 30 < T <38°C;

- Trabalhando -se em fermentagdo continua com baixas concentragdes de substrato, o
microrganismo mostrou seguir a equagdo de Monod e foi possivel determinar pmax e Ks a
diferentes temperaturas. Os resultados para pmax obtidos em fermentagio continua sdo 0,342;
0,345; 0,399; 0,398; 0,382 e 0,302 h-1 para as temperaturas de 28, 30, 32, 34, 36 e 38°C,
respectivamente. Estes dados mostraram que pumax varia com a temperatura seguindo um
comportamento de Arrhenius. Obteve - se um modelo matematico, mostrado a seguir, que

descreve a variagdo de umax com a temperatura:

pmax = 4,181 .10 (-3535/D). 5397 109 (-50475/T)

- Observou-se que a temperatura Otima para crescimento celular da linhagem de
Saccharomyces cerevisiae testada € 34,5 °C, temperatura na qual pmax atinge o valor de 0,40

hl;
- Verificou - se que Ks, a constante de saturagdo da equagdo de Monod, ndo apresenta

variagio com a temperatura na faixa estudada, indicando que pode ser considerada constante e

igual a 4,1 gART/] na faixa de 28 a 38 °C;
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- Observou-se que o rendimento celular (Yx/s) mantém-se constante na faixa de temperatura
de 28 a 34°C e é igual a 0,098 gcel.seca/gART. Para temperaturas superiores a 34°C, o

rendimento celular diminui exponencialmente com a temperatura, segundo a equagao:

Yx/s = 0,292.6(”0,032.'.[‘)

- Observou -se que o rendimento em etanol (Yp/s) foi bastante elevado, préoximo ao maximo

tedrico e ndo ¢ influenciado pela temperatura na faixa de 28 a 38°C.
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VI - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Determinar as constantes cinéticas n, m, Pm, Xm, m e ms do modelo proposto por Jarzebski
et al. ( equagdo 3.28), utilizando a mesma linhagem de Saccharomyces cerevisiae € 0 mesmo
meio de cultura em sistema continuo, variando temperatura, concentragdo de substrato e

concentragdo de células;

- De posse de todos os pardmetros cinéticos, fazer a simulagéo do modelo obtido e comparar

com dados experimentais, a fim de se fazer um ajuste final dos pardmetros;

- Se possivel, ajustar os pardmetros cinéticos com dados industriais;

- Otimizar os pardmetros de opera¢do de um processo industrial, utilizando os dados cinéticos

obtidos.
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