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““lma geragdo passa e oulra geracéo lhe sucede: mas o ferra permeanece sempre
firme. O 50l nasce e se poe, e toma ao lugar de onde parti: e renascendo &t faz o seu
giro pelo meio-dia, e depois se dobra para o norte. © vento corre pistiando fudo om
roda, e volle sobre si mesmo em longos circuttos. Todos os rios eniram no mer. ¢ o mar
nem por isso fransborda. Os rios tormam eo mesmo lugar de onde saem, para lornarem a
correr. “Todas as coisas sdo dificeis: 0 homem néo as pode explicar com palavras, O
olbo néo se farta de ver, nem os ouvidos de escuter Que é o qite foi? & o mesmo gue o
gie bé de ser: que é o que se fez? & 0 masmo que o que se hé do fazer. F¥so hé nada
que sgja novo debaixo do sol, e ninguem pode dizer: eis, agui ests uma coisa nova.
Porque ela j& a house nos séculos que passaram antes de nés. Nao hé meméria do que
/4 fot, mas nem ainda haverd recordacéo das cofsas que #m de suceder depots de nds,
enire aqueles que hao de existir em lempos a elas mutlo posierior.”

Eclesiastes

Minbas idéias séo frutos do mundo e meu corpo, Jruto dos meus ancestrais,
4 esles dedico esta fese.
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NOMENCLATURA

L, Ay, Ay = Constantes empiricas

t/dt = Variagio da concentragfio da espécie i com o tempo

/dt = variagie da concentragdo alcoolica com o tempo (g.L" h)

/dt = Variagfo da concentracdio de substrato com o tempo (g LM )
IX/dt = variagiio da concentragio celular com o tempo (2.1 1)
X/dt = Variagdo da concentracfio celular com o tempo (g.L7 0

» 1, E = Energia de ativagio (cal/mol)

= vazdo volumétrica(L/h)

(5= Energia livre de Gibbs (cal/mol)

4,K> = Constantes empiricas

s = Constante de Monod na eq [2.4] (g..7)

Concentragdo alc6olica (g.1.7)

s = Concentragio alcdolica méxima onde ndo hé crescimento de células (el
Constante Universal dos gases (cal/mol K

~ Concentragio de substrato (g.1L7)

tempo(h)

temperatura em Kelvin ou Celstus

volume do sistema (L)

concentragho celular (g.L") base seca

n = Congentragdo celular maxima onde ndio hi crescimento (2.1
/s = Rendimento aleoolico( g etanol/g agiicar)

Vs = Rendimento celular (g células/ g aghcar)

/p = Rendimento celula/alcool ( g células/ g alcool)

+ velocidade de crescimento especifico do microrganismo (h™"
= velocidade de crescimento especifico maximo (k™)
velocidade especifica de produgdio de etanol (h)

— velocidade especifica maxima de producio de etanol (WhH
velocidade especifica de consumo de subsirato (h™)
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RESUMO

A mator parte dos trabalhos em fermentagdo alcoolica sio desenvolvidos sob
condigbes isotérmicas ou em uma faixa de temperatura restrita. A determinagdo de um
modelo cinético capaz de descrever o processo fermentativo numa {aixa de temperatura
mator, tem suas implicagbes na elaboragiio de sistemas otimizados e no controle do
processo de fermentacfio continua.

Neste trabalho, foi estudado o efeito da temperatura sobre a fermentacdo alcoolica
continua com alta densidade celular, Altas densidades celulares foram obtidas por meio
de um sistema de filtracdo tangencial acoplado ao reator e mistura.

Foram realizados ensaios em fermentagdo continua com Saccharomyces cerevisiae
na faixa de 28°C a 37°C para se determinar o efeito inibidor devido a concentracdo
celular,

Numa segunda fase, foram realizados experimentos em batelada de 28°C a 37°C e
os dados foram ajustados a um modelo cinétice de crescimento celular para se determinar
o efeito da inibigdo produzido pela concentragéo alcdolica, concentracdio de agicar e
concentragio celular em cada temperatura. Os resultados obtidos sio mostrados a seguir:

Pm = - 989737 + 403,65 de 28 °C a 37°C.

Yp/s =-0,0033T + 0,4124 de 28°C 2 37°C.

Yx/s = - 0,0048T + 0,2127 de 28°C a 37°C.

O modelo cinético que melhor descreveu o processo de fermentacdo alcoolica
no intervalo de temperatura de 28°C a 37°C foi:

= {f [ 'i e . 1 _ "
H= b K_.f( R o

em que, Pm = -9 8973T + 403,65 de 28°C a 37°C.
Xm =638 g1 na faixa de temperatura estudada
n=2
m=4
¢ os valores de p, e K, em fungdo da temperatura, estimados por ALVES,
1996
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SUMMARY

Most of experiments in the alcoholic fermentaton are carried out m isothermic
condition or a restricted range of temperature. The determination of kinetics models able
to describe the fermentative process at higher temperature range result in the development
of otimized system and controled processes in continuous fermentations,

In this work, the effect of temperature in the continuous alcoholic fermentations at
high biomass concentration was researched, High biomass concentration was obtained by
4 tangential filtration system coupled with continnous stirred tank reactor (CSTR).

Continuous fermentations was carried out with Saccharomyces cerevisiae isolated
at the Usina Santa Adélia at femperatire range of 28 10 37°C to found the inhibitor effect
due celufar concentrations.

In the second fase, was carried out batch fermentations at 28 to 37°C and the
tesults was fitted according to kinetic model to investigate the effect of inhibitions caused
for alecholic concentrations, sugar concentrations and biomass concentrations. The
results are shown below:
Pm = -9 8973T + 403,65 between 28 °C to 37°C.

'p/s=-0,0033T + 0,4124 between 28 °C to 37°C.
Yx/s = - 0,0048T + 0,2127 between 28 °C to 37°C,

The best kinetics models fitted between 28 °C to 37°C was:

& TN X
S S DL
S+ !{‘( f;) ( Xm)

MH=E
50 that
P = - 9 89737 + 403,65 between 28 °C to 37°C.
Xm=638 gL’

n=72

m =4

and the values p,, ¢ K, as temperature function was estimated by ALVES, 1996,




1-INTRODUCAQ

O consmo mundial de petréleo cresceu rapidamente a partir das décadas de 60/70.
Vérios fatores contribuiram para este crescimento, entre estes podemos citar: ampliagdo da
industria petroquimica com o avango das pesquisas em quimica organica e das descobertas
de polimeros 4 base de petroleo, substituigdo do carviio mineral e vegetal por combustiveis
liguidos, ampliagio do parque industrial nos paises em desenvolvimento da América Latina,
Agia, Africa, além do consumo exagerado de energia nos pafses do primeiro mundo como

garantia de uma melhor qualidade de vida,

Todos estes fatores fizeram com que a taxa média de consumo de petroleo, registrada
no periedo, fosse de 7,8% e com perspectivas de crescimento para as proximas déeadas.
Este crescimento se tomaria insustentavel a longo prazo, pois com as previsdes de nma taxa
de crescimento anual de 4%, apontariam um consumo de cerca de 120-160 milhdes de barris
por dra no final do século, o que acarretaria a triplicagdo da produgio nos pafses membro da

OPEP. Com estes valores, as reservas de petréleo se esgotariam por volta do ano 2010,

A constatagio deste quadro, associada as instabilidades politicas vividas por causa da
guerra no Oriente Médio, levou a OPEP a dificultar as exportagdes, consequentemente
aumentando-se o valor do produto no mercado internacional. Desta forma, o mundo entrou
na “crise energética” a partir de 1973, B mmportante ressaltar que a crise energética vivida
pelo mundo na década de 70 teve maiores resultados nos paises do terceiro mundo. Estes
paises, carentes em recursos tecnologicos, sofreram um processo de diminuni¢do no ritmo de
crescimento, principalmente na ampliagio do parque industrial e na instalagdo de indistrias

multinacionais,

Diante deste quadro, os paises industrializados foram obrigados a desenvolver
recursos alternativos de energia como forma de aliviar 0 consumo de petrdleo. Face a estes
esforgos e a diminuigio do ritmo de desenvolvimento dos paises do terceiro mundo, a taxa

media de crescimento do consumo de petréleo caiu para 1,4% no periodo de 1970/1980.




Podemos citar que além do Brasil, outros paises como Paraguai, Costa Rica, Sudio,
Africa do Sul, Nova Zelandia, Tailandia, Coldombia, Filipinas, Costa do Marfim, tiveram
apoio financeiro concedido pelo BID {Banco Internacional de Desenvolvimento) para
desenvolverem pesquisas em fontes alternativas de energia, como forma de substituir 0 uso
de petréleo, (DIAS, 1982).

O Programa Nacional do Alcool (.P_R.OALCOOL), criado pelo governo em 1975 pelo
Decreto n° 76,593, de 14.11.75 e reformulade Decreto 1n° 80, 762, de 18.1 1.77{DIAS, 1982),
aumentou a produgdio alcooleira de 600 milhdes de littos/ano em 1975 para cerca de 1 1.9
bilhdes de litro/ano em 1980, Este patamar foi atingido muito mais devido aos incentivos
financeiros que o Governo Federal conceden aos usineiros pars produzirem 4lcool, que ao
desenvolvimento tecnolégico alcancado pelas usinas  do Pais, neste periodo. O
PROALCOOL, entdo, tornou-se economicamente inviavel com a estabilizagdo do preco do

petréleo no mercado mternacional, somado ao alto custo de produgio do etanol.

A redugfio dos custos de producfio e o aumento da produtividade sic os fatores
econdmicos decisivos para fabricagdo de um produto. O etanol produzido pelas usinas
brasileiras é um produto caro pata concorrer com os derivados de petrélen, devide aos
processos  tecnologicos obsoletos usados na  sua produgio. Este fator tem como

conseqiiéncia a baixa produtividade e o aumento do prego do produto final,

A maioria das usinas adotam o sistema de fermentagdo em batelada ou batelada
alimentada com regeneracdo de celulas, para producio de dlcool. Estes sistemas 530 menos
produtivos, se comparados com os sistemas de fermentagio continua. A fermentacio
confinua, no entanto, é um processo que requer maior conhecimento do comportamento do
MICTOTZAMSMO oM ¢ meio ambiente onde ele atua. Fatores como femperatura, pH,
concentragdo alcdolica, concemtragio de biomassa, viabilidade, entre outros, influenciam a
Iprodutividade dos sistemas continuos. Desta forma, a fermentacdo continua requer um maior

-[controle do processo e para isso € necessario Investir em pesquisa e tecnologia.




O objetivo deste trabalho foi analisar o efeito da temperatura na cinética da
fermentaclo alcoolica com alta densidade celular, conduzida a 28°C, 31°C, 34°C e 37°C.
Para obter altas concentragdes celulares, usou-se o sistema de filtragde tangencial do

fermentado para reciclo de células, acoplado a um reator de mistura continuo.

Com base nos resultados dos experimentos do sistema continuo, obteve-se um
modelo cinético para avaliar a wiluéneia da concentragio celular no crescimento do
microrgamismo. Numa segunda etapa, vertficou-se a mnfluéneia da concentragido de alcool
no sistema com alta concentragdo celular, através de ajuste do modelo cinético aos dados

obtidos na fermentacio em batelada.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 - HISTORICO

A historia do dlcool indubitavelmente data de muitos séculos atras. Muitos cientistas
da antigitidade como Aristoteles, Hipocrates, Plinio, sabiam da presenga de um ingrediente
combustivel no vinho. Aristoteles relatou sobre um vinho que preduz um “espirito” e Plinio
mais definidamente mencionou a existéncia de um “vinho que podia incendiar-se”.
Entretanto, apesar de saber ou suspeitar da existéneia de alcool, desde esta época, nio hi

nenhum relato ou indicagfo que este tenha sido separado do meio fermentado,

A destilagio de meios fermentados tornou-se importante no fim do século XV
quando fol impresso om livio em Strassburg no amo de 1500, pelo Dr. Heironimus
Brunswick, um entio conhecido autor de trabalhos médicos. O titulo da primeira publicagéio
em alcool ¢ “Liber de Arte Distillandi”; wma edigfio mais detalhada e mais compreensiva
publicada em 1507 e outra vez em 1312 Ryff, um outro autor médico, publicou em

Frankfurt em 1556 um livro com bastante detathes do processo de destilagio (KIRK 1947),

2.2 - FERMENTACAO

A palavra fermentagdo ¢ origindria do Latim e foi usada para designar a
transformagdo de suco de uva em vinho. A palavra latina ‘fervere’ foi usada como metafora

para descrever a aparéncia de fervor do suco de uva fermentado.

A primeira explanaglo bioquimica para o processo em que uma solugio aquosa de
aglicar ¢ decomposta em etanol e gas carbbnico, por meio de microrganismos, foi dada por
Louis Pasteur. “Através da quebra da molécula de agiicar na auséncia de ar, energia é
fornecida ao microrganismo, da mesma forma que energia ¢ produzida nos tecidos de
amimais ¢ plantas, quando os compostos organicos sdo oxidados na presenca de ar”. Células
de fermento se propagam no liquido fermentando e ele denominou este processo de

fermentacio alcoolica de “vida sem oxigénio”.




Na fermentacdo alcolica, por meio de um complexo sistema de reacSes enzimaticas
que ocotrem no microrgamismo, a glicose ¢ transformada em CO; e agua, no processo
aerobio ¢ em CO; ¢ etanol, no processo anaerébio. A diferenca entre os potenciais
energeticos das moléculas de substrato e produto, sio armazenadas na forma de ATP pelo

microrganismo, garantindo desta forma a sobrevivéncia da especie.

fermentagio alcoolica

CeH1205 + 2ZPi + 2ADP — 2C,H;sOH + 2C0, + 2H,0 + 2ATP [2.1]
AG™ = -25,4 keal/mol (CONN et alii, 1987)

respiragio acrobia

CsH 206 + 60, + 38 ADP + 38Pi > 6CO, + 6H,0 + 38ATP [2.2]

AG’= -409 keal/mol (CONN et alii, 1987)




A Tabela 2.1

apresenta  alguns produtos principais formados pela agfo de

microrganismos em diversos substratos.

Tabela 2.1 Substratos consumidos ¢ produtos formados pela agiio de microrganismos {citado por KIRK 1931}

Cotposte metabolizado

L emposio Formado

Tipo de microrganiyng

Ti}lﬂ de aa;':m microb

sacarase, aptear mvertido, rafinose

anad, Ui
ko] anitico, propilics e
soamilico, ghoeerod, uido sueamico,
e

culturn anaerdbia

SQUCHITOMYCes serevisiog,
Schizesaccharomyces

ana

Fertlo aodtion

cubturs anaerdbia

Bacterisim crurvam, Acetobacler
remrca, A, oeeti A, acaligeram

Tactose, maliowe, gloose, sacarose,
destranas

dcido Hotien

cubiira anacdhia

Loctobacitlus delbruccki,
Lobudgarions, L. cosel,
L deichmannil

amrado, saoarose, agicar invertido,
{actato de odloio

deido bukition, 80k, Ha,
doido sedion, ato

culturs apaeriiig

Chastridiwn hutyricum

sacarose, wtose, glioose

acrdo shirico

cubburs aerdbia

Aspergilius miger A elavatas A,
Tirnaricus. A anrens Uitromyees

ghicose

dcidn ghucinicn

eulivrs acrdia

Aspergillus niger. A fumaricus,
Aeetobogter aeer, Fewicillinm
CRIVEGIEHNN

gheose, sacarose, selicar mvertido

et fomidrion, OOy

crbura aerobia

Bhlizopus mgricans

peninses, heoses, amido,
dissacarideos, pecting

aetona, danol, U0 deldo acdticn,
Ha

cuitura angerdhng

Racillus macerans

dextrana, malose, Aitoss, sacaross,
atiricla

Instanodiol, ctanol, €Cr, H, acetona

culiurs ansardhia

Awgrobacter werogenas, Sacilles
podvnmsa

lactse, oxfrato de mitha

penictima

cabiyra asrdbia

Penicilliam metatum,
B ochrysogernan

lactose, extrato de nilhe

Estreplomicing

culttiea sordbia

Streprmyoss grisens

tactose, exirato de milho

claromiceting

et aerdhin

Streptamyces veresuelog

slivosa, frutose, lactose, naaltose,
destrama, smido, gheerol

deide Yactico, doido propidaica, OO,

Ha

curdtrira anasrabia

propicaibacterivm frewdenreiohi,
Fotechnionm, P arabinosis

2.3 - MICRORGANISMOS PRODUTORES DE ETANOL

Em escala industrial, as leveduras dos géneros Saccharomyces,

Schizosaccharoniyces

sdo as mais usadas. Entretanto, muitos microrganismos apresentam etanol como um dos

produtos de seu metabolismo.




MELO CRUZ & BORZANK1980), resumiram as principais caracteristicas das

bactérias do género Zvmomonas:

* fermentam vigorosamente a glicose e a frutose com formagdo de etanol e CO.,.
* crescimento em uma faixa 6tima de pH 4,5-6.5.

¢ temperatura favorivel de crescimento entre 25°C e 31°C, ideal a 30°C.

Anaerobias facultativas, suportando um certo grau de aerobiose na presenca de

agticares fermentesciveis.

TAKAHASHI et alii (1994} produziram etanol a partir da fermentagdio de pentoses e
hexoses, usando Fscherichia coli modificada com o genes de Zymomonas mobilis.
Produziram 42,5 g.L.” de etanol usando um meio contendo $ gL de glicose, 80 gL' de

xilose ¢ 5 gL' de arabinose em batelada de 96 horas.

RODRIGUEZ et alii (1995), usaram o microrganismo Zymomonas mobilis PRO 9190,
isolada do caldo de cana, com o objetivo de encontrar um modelo matematico de
fermentagdio alcolica. Avaliaram, através do modelo ajustado, o valor da concentracio
alcoolica méaxima para a qual nfio haveria mais crescimento do microrganismo e obtiveram

uma concentragfio maxima de etanol ignal a 106 g 1™,

DOMINGUEZ et alii(1993), usaram a levedura Pichia stipitis NRRL Y-7124, a partix
da fermentagdo de D-xilose, em regime continuo, na elaboraglio de uma estratégia ripida

para avaliar os parimetros ¢inéticos do processo de fermentacdo alcdolica.

LAPLACE et alii(1993), desenvolveram um processo de cofermentacio alcbolica
122984 em processos batelada e continuo, fermentando uma nustura de glicose e xilose.
1Quando os microrganismos foram co-cultivados continuamente, obtiveram consumo de

glicose e xilose 100% e 27 %, respectivamente. Quando o mutante S cerevisiae foi




cultivado com Pichia stipitis NRRL Y11545, o consumo de glicose ¢ xilose foi 100% ¢ 69

% respectivamente. Obtiveram 0,42 g etanol/g agtcar.

A tabela 2.2 apresenta alguns tipos de microrganismos que sfo capazes de sintetizar

alcool em seu metabolismo.

Tabela 2.2 Tipos de microrganismos produtores de etanni a partir de carboidratos (VERGARA (9803,

Wicrorganismo Substrale Principais mwtabililos
Saccharomyes cerevisie Hexoses Eiarrol, OO,
Evmomonay mobiliz Texoses Franed, G,
Rreisninarcocy s colbs Celwlose ¢ hemieeiuloas Flanol O0,, dodo acdtacn
{Hostridium thermoracharofeticam Pentoses Etanct, COy, dcido acdiien, dcids Betion

By guscerens Amisdo, hexoses Etanol, OO, aosiona
Erniniy apnptovors Horoses Etanol 00, dado lotivo
Lenconisstor mesentoroides Penttases EtanoL OOy, ddidao Htioo
Savcing ventricli Hexases Etanol, O, deidoy
Celudose Etanod, gheose

Trichodermea resyed

2.4 - PROCESSOS DE FERMENTACAO ALCOOLICA

Os processos de fermentacio alcoolica podem ser conduzido por dois modos
distintos: fermentagdes descontinuas ou e batelada e as fermentagSes continuas. Variantes

deste dois processos foram admitidas com o desenvolvimento das pesquisas.

2.4.1 - PROCESSO DESCONTINUO

Os processos de fermentagfio alcdolica descontinuos ou comumente denominado

batelada, consistem em se adicionar um certo volume de células de levedura a um meio




contendo cerca de 100 a 200 gL de aciicar e nutrientes {(geralmente sais de aménio &
fosfaro). Ao se adicionar as leveduras, inicia-se a fermentagio, caracterizada por uma fase
imcial, na qual niio se observa fermentagéo, dai entdo passando para uma fase onde o
microrganismo apresenta maior atividade fermentativa e finalmente passa por uma fase onde
ndo se observa mais desprendimento de CO2. Este processo todo € realizado industrialmente

num periodo que varia de 6 a 15 horas.(DIAS, 1982).

Ao término da atividade fermentativa, o meio fermentado (vinho) € enviado para o
sistema de destilagdo. Os processos de fermentacio em batelada, geralmente alcancam 92-
94% do maximo rendimento tedrico e apresentam produtividade em tomno de 3 217 b
ALVES, (1996).

O processo Melle-Boinot é uma madificagdo do sistema descontinuo. Na etapa final
da fermentaclio, as leveduras sio separadas por centrifugagdc do mosto e posterior
tratamento com acido sulfarico. Desta forma, as leveduras recuperadas da etapa anterior sio
usadas como “pé-de-cuba” na fermentagio seguinte, entdo recebem uma nova quantidade de

agticar, dando-se inicio a fermentagdo (LIMA,1975).

A adiglio da solugdo de aghcar 4 dorna de fermentagiio pode ser feito de wma tnica
vez. em lotes, ou continuamente. Esta ltima forma de adigfo, recebe o nome de Processo
descontinuo alimentado “fed-batch™. Este processo ¢ considerado um intermediario entre o
sistema em batelada e o sistema continuo e tem come principal vantagem a diminuicio da
fase inicial, manutencgdo da levedura em fase de crescimento e diminuicfo de problemas de

inibi¢ao pelo agicar.{ ROSARIO er alii, 1979),

Além das dificuldades operacionais inerentes aos processos descontinuos, uma vez
que o alcool produzido ndo ¢ retirado do sistema, os fendmenos de inibigio produzidos pelo
etanol se acentuam a medida que a fermentagfio avanca. Desta forma, a aciio fermentativa e

a produtividade diminuem no decorrer da fermentacio.




Os processos continuos foram usados para diminuir o tempo de maturagio da cerveja
como deserito por OKABE et alii, 1994, Os produtos obtidos pela fermentacdo continua
foram comparados com os produtos produzidos em batelada e foi verificado que ndo hi uma
diferenga significativa no produto obtido pelos dois processos, com a vantagem da

diminui¢do do tempo de maturagiio da cerveja pelo processo continuo.

2.4.2 - PROCESSO CONTINUO

Os sistemas continuos compreendem wma retirada do vinho ¢ uma alimentacio
permanente no tanque de fermentagfo. A fermentacfo continua pode ainda ser concebida

com ou sem a rectrculaciio das células.

A separagio da biomassa do mosto pode ser elaborada por varios métodos, como por

exemplo, centrifugacio, filtragdo, separagdo por membranas, etc.

{YAROVENKO,1979) cita alguns fatores positives em se usar a fermentagio

continga:

s O regime que a fermentagdo mantém, permite gue o microrganismo trabalhe sempre

em condigdes de elevada atividade metabdlica{depende da taxa de diluigio),

e O produto obtido ¢ mais uniforme, gragas as poucas modificagles observadas na

fase estacionaria de operago.

s (s tempos ndo produtivos do processo em batelada ndo existern nesta forma de
operagdo, o que implica em equipamentos de menor capacidade para mesma

produgio.




* A produtividade volumétrica é aumentada, gragas a retirada de uma concentragio
constante  do dlcool produzido, desta forma consegue-se  fermentar altas
concentrages de aciicar, sem o aparecimenio acentyado do efetto inibidor do

etanol.

Alguns pontos negativos porém, foram apontados por PEREGO (1979);

* amanutengdo de um meio estéril por muito tempo € bastante dificil.

* pode haver ocorréncia de mutantes nfo mteressantes ao processo de fermentacio,

especialmente quando estes sio conduzidos por longos perfodos de tempo.

RIGHELATO, (Citado por DIAS, 1982), mencionou as modificagdes que poderiam
ser introduzidas no processo Melle-Boinot, para se aumentar o rendimento ¢ & produtividade

em etanol:

» cfetuar a fermentagio em processo continuo, com reciclo de cehilas, desta forma,
mantém-se altas concentragdes celulares ¢ o 4lcool produzido € constantemente

retirado do sistema.

* cmpregar reatores tubulares com leveduras mmobilizadas, como forma de se manter

uma alta concentragdo de biomassa, sem o efeito inibidor do alcool,

* utilizar sistemas de miltiplo estagio, com ou sem acragiio,

URiCampe
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Figura 2.1 - Esquema do sistema continuo sem reciclo de células (A) e com reciclo de células (B).

2.4.2.1 - SISTEMAS CONTINUOS COM ALTA CONCENTRACAO CELULAR

Os sistemas fermentativos com alta concentragdao de biomassa. sio
elevada produtividade (CHANG et ali1,1994, MELZOCH, 1991). Isto se deve gragas a um
aumento significativo de células viaveis no sistema, porém, problemas inerentes a estes
sistemas vao surgindo com as elevadas concentragoes de células. Especialmente o problema

de transferéncia de oxigénio e nutrientes quando os sistemas atingem concentragdes

celulares acima de 100 g.L”" de células.

Varios métodos foram estudados com o objetivo de obter altas concentragdes

F1

s1 F2,32PX

SISTEMA DE
SEPARACAO

F3 F4
S2=51 S2=51
P P
¥y

(B)

celulares. Dentre estes métodos podemos citar:

sistemas de



* Imobilizagdo, geralmente aplicada em reatores tubulares, DAUGULIS, & SWAINE,
1987 DALE et alii, 1990; KAREL & ROBERTSON, 1989

* Reciclo de células através de floculacio de certos microrganismos,(BULOCK. et
alii 1984; GHOSE & TYAGL 1979},

* Reciclo por centrifugacio (WIE et alii, 1991).

*Uso de membranas externas e interna KANG et ali1, 1993; CHANG

et alii, 1993:
LAFFORGUE et alii, 1987, 1994;

CHANG et alii, 1994; MELZOCH et ali, 19%].

A Tabela 2.3 apresenta alguns trabalhos desenvolvidos em fermentagio continua com

reciclo de células. Apresenta também caracteristicas do sistema de separagdo usado e a

concentracdo celular.
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Tabela 2.3 Fermentagiio alcéolica continua com reciclo de células,
AUTORES

OBSERVACAD

Sistema com alta densidade celular obtic por circulacio

do mosto entre 2 tanques.

OKABE et alii 1994 Extrato de malte usado como malgria-prima,

Concentracio de oélufas 1,3x10% célutasimi.

MELZOCH et alii, 1991 Sistema com alta densidade colular obtida por firacio

com membrang.
Area total de Bltracdo igual a 1,23 m*,

Anatise dos efeitos da taxa de dituicio. conc, agicar,

aleood 1o sisiens

Concentragio de biomassa maxima 60 g 1"

LAFFORGUE, et alii, 1994 Sistema ¢/ alta conc. colular obtida por filtragio

tangenciat.

Cone. biomassa 330 g 17

CHANG et alii, 1993 Sistema de filtragde interno, constituido de wm filiro de

800 IN0X,

Processo de filtragio influenciado pela agitavio do

sislema.

Conc. maxima de células 157 g 1!

KANG ot alii,1993. Uso de filtro de cormics interno a0 sistemns para
concentragio de Hacithes thuringionsis.
- . . - ~ 5y
Concentragiio maximz de nucrorganismo ignal a 3, 5x107

csporos/mi.,
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A Tabela 2.4 apresenta uma disc ussdo das vantagens e desvantagens das técnicas
empregadas em sistemas com alta concentragio celular.
Tabela 2.4 Vantagens ¢ desvantagens  das  fécnicas cmprogadas para culturas com alta
concentracio (CHANG H.N., 1994)
TECNICA VANTAGEM DESVANTAGEM
Imobilizacfio - Nan ha “washout’ em nenhuma tava | o Baixg transferéncia de oxiglnio e
de diluicio. nutrigntes,
- Protecfio das cétulas de tensio de ~ Instabilidade da matriz de
cisathamento. imobitizacio celular.
- Alta densidade de células - Dificil “scalo-up’.
empacotadas, ~ LimilagBes na forma do suporie da
matriz,
Floculagio - Simplicidade de equipamentos, - Aplicdvel apenas para oétulas
- Baixe requerimento em eftergia, floculantes.
- Fécit “seale-up’, ~ Taxa de dilicio Hmitads pela
velocidade de ﬂocniaf;a‘f{}fdecama@ﬁo_
- baixa densidade de células.
Centrifugacio

~ Aplicdvel em sistemas industrigis - Dificuldade de mamstengio de

- Adequado para sistemas em grande condiglies asséptica.

escala - Processo caro ¢ complicado.

- Alta razfo freafvolume de - Recirenlaclio requer sistems de

superficie filtrante, bonmbeamento extrn,
- Facil repassar os méduios de - Dificuldade de esteritizachio,

fittragio durante a operagio.

Membranas externas

- Briminuicdo do flaxe devido

- alta densidade de biomassa entupimento do sistema filtranic.

- Tensdo de cisalbamento danoso
para as echulag,
- N30 hemogeneidade no reator
devido as altas concentragdes

cehalares

Membranas internas - Niio ¢ necessario reciroular o fluido. - Diminuvigio do Ause devido a

« Simples operagiio,
- Alta densidade de célutas,

- Esterilizavel,

entupimenty.
- Baixa razdo dreafvolume do
clemento filrante,
- inflexibifidade.
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CHANG et alii, 1994,

resumem  alguns trabalhos desenvolvidos com sistemas

continuos, usando o sistema de separagdo com membranas. Os resultados estio apresentados

na Tabela 2.5,

Tabela 2.5 Comparagio entre sistemas de circulac

a0 psando membrana. { CHANG,1994),

CONG. CONC, TAXKADE CEN,
PRODUTO MICRORGANESAG ACTICAR FRODUTO LRCAD CELULAR a
(=17 (gl Hh {2l.% {em™)
Etano! Finveromsyces fragilis 150 3 i Bid 2,13
FUELGY Fermonto pio 150 47 0.5% 3 0.3
Eranod Svanomcnas 108 45 138 44 034
mohilis
Eranol Saccharomyess corevisiae 144 63 13} 17 0.8
Etano] Elaveromyees  marvianss 64 183 0.34 o L33
Frasal Seccharomyees  cerevisioe oY 4 .41 3 O.44
Ac bictico Lactobacilins delhrueciii 62 52 2.55 lig L3
Acdicieo Lactobacilles Aufgaricus 134 117 0.72 & {133
Aclictica _ 72 48 103 #5 833
Lactovoceus cremeris
. 130 735 (L3135 el .2
. Snccharomyeopsis Epelrtion
Acides citrien
His 44 {h02 45 @01
. Elebaiella oxpiocs
Butanodiol
435 H+) $.03 et 03.18
Clastriditen acetohuiviicum
Acctons, butanol

*alom’) = dreg superficial da membrana fvolume trabatho

1o




2.5 - FENOMENOS DE INIBICAQ

Os processos fermentativos envolver uma série de reaches catalisadas por enzimas
que transformam o substrato em produto, Desta forma, a avaliagio quantitativa e qualitativa
dos fenémenos de crescimento, producio de etanol, consumo de substrato no sistema ndo

380 tho friviais.

Estas dificuldades estdo associadas & quantidade de varidveis que influenciam o
processo de fermentagdo, como por exemplo: concentragio do substrato, produto, biomassa,

nutrientes, aeragio, taxas de diluig#io, tipo do microrganismo, temperatura, pH, etc.

Qualquer modelo cinético proposto para descrever o comportamento de wma
fermentacdo, nio ¢ uma lei universal. A forma do modelo cinético difere de um ex Srimento
¥ p
para outro. Em geral, estes modelos sio propostos a partiv de ajustes efetuados com

resultados experimentais.

E importante que o modelo cinético fornega informagdes precisas a respeito do

processo e que a expressdo do termo de inibigio seja tio simples quanto possivel,

Varios modelos cinéticos foram elaborados no infuito de descrever o processo
fermentativo. Estes modelos cinéticos incluem os termos relativos aos processos de inibicdo
de crescimento de microrganismo e produgdo de etanol, que ocorrem no desenvolver da

fermentagio.

A avaliag@o precisa da cinética do processo fermentativo ¢ de extrema significincia,
pois através desta avaliagio, pode-se desenvolver estratégias com o objetivo de se CONSeguir
sistemnas mais produtivos,

Os fatores de inibigdo mais abordado sio os que ocorrem devido a concentragio de
substrato, concentragfio alcdolica, concentraciio de massa celular,

A maioria dos trabalhos sobre modelagem da fermentagiio alcdolica partem do

principio de que a velocidade de formacdo do etanol & proporcional a velocidade de
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crescimento celular(citado por Alves, 1 996). Por sua vez, a velocidade de crescimento
celular é proporcional a quantidade de células vidveis no sistema, desta forma obtemos a

seguinte expressdo para o crescimento de células:

dX/dt = p X [2.3]

A equagio mais simples para determinacio da velocidade especifica de crescimento

(1) € a equago de MONOD( citado por Alves, 1996 ¥

H = Ly SAS+Kg) [2.4]

Segundo a equagfio de MONOD, o crescimento do MICTOTganismo € apenas uma
fungdo da concentragdo de substrato no meio(S)e se torna maxima, quando a concentracdo

de substrato tende a infinito.

JIN et alit, 1981. trabalharam com fermentaciio alcéolica em um sistema continuo,
constituido por 6 reatores em série, ¢ propuseram um modelo de crescimento  do

migrorganismo que inclui efeitos de inibigdo pelo substrato e produto.

~k1LP-k2.8

1= e {2.5]

O modelo cinético proposto por estes autores, admite crescimento ainda que a
concentragao aledolica seja grande, sendo zero apenas quando a concentracdo alcéolica no
meio tende a infinito, Esta condigfio ndo se observa na pratica. O ajuste deste modelo com

os dados experimentais por eles conseguido, fornecen:
K1=0,06(L/g)

k2 = 0,0055 (L/g)
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O efeito inibidor produzido pelo etanol 4 cinética de crescimento de Saccharomyces
cerevisiae ATCC 4126, foi estudade por LUONG, 1984. Os resultados experimentais
obtidos, foram ajustado e comparados com dados de outros autores, O crescimento e
produgdio de etanol, sio fendémenos que sofrem influéncia de inibigio pela concentracio de

etanol,

DOURADO et alii, 1987. usou um modelo cinético  que inclui o termo de inibicdo
pelo aglicar e pelo alcool. A partir do modelo cinético assumido, os autores apresentam a

modelagem para um sistema de cascata com 6 reatores de mistura.

DAUGULIUS e SWAINE, 1987, fazem uma simulagdo usando vérios modelos
cinéticos da taxa de produgdo de alcool. Estes modelog mmcluem termos de inibi¢io pelo
etanol e pelo aciicar. Os autores Comparam ¢ desempenho de um reator com células
unobilizadas e um reator de mistura e concluem que o reator de melthor configuracdo ¢
SOmMPpOSte por um reator de mistura trabalhando com 64.2 gL de élcool e um reator

continuo operando com concentragao final de 120 p L™,

Um modelo cinético de crescimento celular influenciado pela concentragio celular,
foi proposto por CHATTAWAY e GOMA, 1988. Estes pesquisadores usaram um sistema
continuo com 4 reatores em cascata. Os experimentos foram conduzidos com vérias taxas de
dituiclio e com vérias concentragoes de agucar. Segundo os ajustes efetuados 4 partir dos
dados experimentais, eles encontraram valores maximos de concentracio celular, onde nio
ocorre mais crescimento do microrganismo nem produgdo de etanol equivalentes a 10,0 e

9,5 gL respectivamente.

Os valores de concentragdo de massa ajustados por cstes autores sdo bastante
menores se comparados com os valores maximos encontrado em experimentos realizados
com reciclo de células. Fste fato comprova que 0s dados experimentais podem estar bem
ajustados a um modelo e os pardmetros ajustados possuirem pouco significado fisico. Como
no sistema continuo de quatro reatores de mistura as concentragBes celulares nio sdo

grandes, 0s efeitos de inibigdo produzidos pela concentragiio aledolica sio computados em




termos de uma “massa celular maxima® e que na verdade, a concentragio celular tem pouco

efeito inibidor em sistemas deste tipo.

JARZEBSKI et alii, 1989, trabalhando com modelagem em altas concentragdes
celulares, propuseram wés modelos e Compararam com os resultados experimentais obtidos
por LAFFORGUE et alii, 1987,

- W__'EM_(.I B [_lzw\}-'\i !/I _ [‘i\]i&)
sl e D [2.6]
F o M?w"}ij_m&)(r [27]
b=h ”{‘;";p +mex {2 8]

Os resultados dos ajustes foram:

= 0,24 B Al =085 A2=11 Ks=05gL"
Yx/s = 0,12 Yx/p = 0,4 Pm=90gL" Xm=320g1"
m, = 0,22 my, = 0,13

A Tabela 2.6 apresenta alguns modelos cinéticos usados para descrever sistemas de

fermentagfio alcdolica.




Tabela 2.6 Resumo de modelos matematicos propostos em fermentacio alcdolica
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2.6 - EFEITO DA TEMPERATURA

As fermentagdes aledolicas industriais sio efetnadas em duas faixas de temperatura
bem distintas. Entre 7°C e 20°C, na fabricaglio de bebidas, principalmente vinhos ¢ cervejas
{OKABE et alii, 1994) e acima de 30°C em processos de produglo de etanol comercial (94-
96°GLL).

A temperatura influencia os processos fermentativos de forma significativa, wma vez

que estes processos sao resultado de wma série de reagdes quimicas em equilibrio.

As fermentagdes alcoolicas conduzidas a baixas temperaturas, requerem wm maior

periodo que as fermentagdes conduzidas a temperaturas superiores a 32°C.

ARRHENIUS foi um dos primeircs cientistas a pesquisar o efeito da temperatura na
velocidade das reagdes. Ele verificou que a velocidade de uma reacio quimica poderia ser

expressa como fungfio exponencial da temperatura.

de/dt = v = Age ™R [2.21]

de/dt - variagao da concentragdio da espécie i com o tempo
Ay - velocidade inicial

Ea ~ energia de ativaciio

T - temperatura

R -~ constante termodinamica
A equagdo [2.21] ¢ conhecida como Equagio de Arrhenius.

Varios trabalhos ja foram realizados na determinagdo da influéneia da temperatura
nos processos fermentativo(LEAQ ¢ VAN UDEN,1982., CHEN et alii, 1982, DALFE et
alii, 1990; CARVALHO et alii, 1996; ALVES, 1996).
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LEAO e VAN UDEN,(1982) pesquisaram sobre o efeito da adigfio de alcoois {etanol,
isopropanol, propanol e butanol) na cinética de morte térmica em Saccharomyces
cerevisiae, Estes autores propuseram um modelo de morte térmica semelhante 3 equagio de
ARRHENIUS ¢ analisaram o comportamento do microrganismo diante dos vérios tipos de
alcoois e de varias concentragbes. Os dados apresentados por estes autores se ajustaram bem
a0 modelo adotado. Eles encontraram um valor médio de AH de ativagdo de morte térmica

igual a 92,1 keal/mol.

CORREIA e VAN UDEN,(1983), avaliatam o efeito da temperatura minima e
temperatura maxima de crescimento de Saccharomyces cerevisige e Kluyveromyees
Jragilis. Eles observaram que o crescimento dos microrganismos ¢ afetado pela
concentragdo alcoolica e que a faixa de crescimento maxima observada situa-se entre 13°C-

28°C, com uma concentragdo alcéolica de 11 % V.Y,

Com os microrganismos utilizados por estes pesquisadores, verificou-se que a 4°C
ndo se observa crescimento quando a concentragdo alcolica chega a 4 % v.v e que a 42°C

o microrganismo nio se desenvolve num meio de concentragdo alcdolica 2 % v.v.,

Como citado por VAN UDEN (1971}, o estabelecimento da temperatura otima de
crescimento do microrganismo, ¢ o resultado de pelo menos dois processos contrarios: um
deles construtivo, com uma energia de ativagio baixa, e o outro destrutivo, com uma energia

de ativagdo relativamente elevada.

Esta contraposicio de efeitos motivada pela temperatura, que leva ao estabelecimento
de uma condigfio 6tima, foi observada por NAVARO & DURAND(citado por DIAS, 1982).
Em temperaturas baixas (10°C ), a produgdo de etanol era relativamente lenta. Aumentando-
s¢ a temperatura para 20°C e 30°C, observou-se uma produgiio de etanol e acamulo de
alcool intracelular. A 10°C 3 concentragio intracelular foi 100 gL' 4 20°C 170 gllea

30°C 300 g.L.”. Estes experimentos mostraram que o efeito da elevacio da temperatura
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diminuiu o transporte dos produtos através da membrana e conseqilente actmulo de dlcool

no mterior das células,

DALE et alii,(1990). observaram o efeito da temperatura no desempenho de um
reator continuc com células imobilizadas. Os autores propuseram uwm modelo para taxa de

crescimento maximo de células e produgfio maxima de etanol, do tipo ARRHENIUS:

ol T) = Al e™ ™ 1227]
ve(T) = A2 %0 1223

A aplicagfo das equagbes [2.22] e {2.23] sdo validas na faixa acima da temperatura
minima de crescimento ¢ abaixo da temperatura maxima de crescimento. Estes autores
pesquisaram curvas de morte térmica para 40°C, 45°C, 50°C, 55°C nas concentragdes de 0,

30, e 60 g.L” de etanol, usando o microrganismo Kiuyveromyces fragilis.
Apos ajuste dos dados experimentais, esses autores encontraram 03 seguintes valores:

A1=908 x 10" (0
A2 =1,06 x 10" (1
E1=27.2 kcal/mol
E2 = 15,3 keal/mol

Alves (1996), desenvolveu uma série de relacdes entre a temperatura e 0s parimetros
cméticos do modelo de crescimento proposto por JARZEBSKI et alii,(1989), ajustando os
resultados obtidos da fermentagio com Saccharomyces cerevisiae, em processo continuo e

batelada. Os resultados estio resumidos na fabela 2.7.




Tabela 2.7 Resultados obtidos para os parametros cinéticos em fungio de temperatura,

{Alves, 1996).

TEMPERATURA{C) st K, (gL™) Ypss Y
28 (0,342 4.86 0,501 0.097
30 (0,345 3,25 0,505 3,098
32 (1,399 4 69 0,512 {3,098
34 0,598 4,15 0,500 0,099
36 0,382 3,84 0,502 0,088
38 0,302 3.79 0,511 {087

Com base nestes resultados o autor encontrou a seguinte relagdo para descrever o

valor de g,y em fungdo da temperatura;

w1, (7Y =4,18x10% TP = 539751 10% 07 [2.24]

Ko=41 (2L [2.25]

T = temperatura em Kelvin
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3 - MATERIAL E METODOS
3.1 - MICRORGANISMO

O microrganismo usado na fermentacdo alcéolica continua e em batelada foi a
levedura Saccharomyces cerevisiae cultivada no Laboratorio de Bioengenharia do
Departamento de Engenharia de Alimentos da UNICAMP. Este microrganismo foi cedido
pela Usina Santa Adélia . Em estudos realizados por (Alves 1996), este microrganismo

apresenton methor crescimento, quando comparado com outros tipos de cepas estudadas.
3.2 - MEIO DE CULTURA E INOCULO

O meio de cultura utilizada para crescimento do inoculo foi preparado de acordo com
(LAFFORGUE et alii, 1994) modificando-se a glicose usada, por mesma massa de melago

de cana-de-agticar.

O indeulo foi preparado esterilizando-se 200 ml de meio de cultura contides em um
erlenmeyer através de autoclavagem a 121°C durante 15 minutos, de forma que apds
resfriado, foi-lhe adicionado células do microrganismo numa cimara de fluxo laminar{meio

esteril). A amostra foi colocada num shaker e agitada a 200 r.p.m. durante 24 horas numa

temperatura de 32°C.
3.3 - ALIMENTACAQ

A fonte de carbone bésica usada foi uma solugdo de melago de cana-de-agiicar,
concentragdo igual a 40 g L7 de agucares redutores totais (A R.T.) , acrescido de 2.5 e l?
| de extrato de levedura no sistema continuo e 180 g.L” de agucares redutores totais (AR T.),
L acrescido de 2.5 ¢ 1 de extrato de levedura no sistema em batelada. Fstas solugfes foram

| esterilizadas por autoclavagem a 121 °C durante 15 minutos. Foram adicionado as solugdes,

tug 1" de antibidtico comercial JH,




3.4 - FERMENTACAO CONTINUA COM RECICLO DE CELULAS
3.4.1 EQUIPAMENTOS

O bioreator, os filtros e as bombas so os equipamentos que basicamente compdem o

sistema de fermentago continua com reciclo de células.

Foi utilizado um bioreator do tipo ‘BIOFLOW Il SYSTEM" produzido por ‘“New
Brunswick Co.”. Este bioreator, consiste em um recipiente de vidro pirex de 2.1 litros
{volume Gtil}, montado sobre uma base de conirole. Esta base de controle possibilita regular

algumas varidveis, como temperatura, pH, nivel de agitacio, acraciio, nutrientes, vazio.

As células foram recicladas apés serem filtradas tangencialmente pelo Sistema de
microfiltragio da ‘MILLIPORE Co.” modelo ‘CERAFLOW’. Este sistema de filtragdo é
constituido por duas unidades de filtragio. Cada unidade de filtragio possui 0.2286 m de
comprimento, um elemento filtrante cerimico de 0.2 pm de poro, 0.0372m? de 4rea filtrante,
montados internamente numa carcaga de ago inox 316, O conjunto filtrante possui valvulas
diafragmas modelo 4196-862-H em ago inox 316, que controlam a passagem de fluido pelo

sistema de filtragio e manbmetros com leitura de 0-100 psig.

Para circular 0 meio fermentativo através do sistema fermentador-filtros, foi usada
uma bomba tipo "WEMO’ fabricada pela ‘NETZSCH do BRASIH. modelo 2.NEL.20.A.
Actonada por um motor de indugfo trifasico ‘EBERLE’ 1.5 C.V. modelo 5-80.B4. Este

motor estd submetido a uwm Controlador Programével de Velocidade tipo "'BALDOR

i SERIES 11 INVERTER DRIVE’.

A vazdo de saida do mosto filtrado foi controlada por uma bomba peristaltica tipo
| 'MASTERFLEX’ modelo 7549-30 da ‘COLE-PARMER INSTRUMENT Co’. O controle
| de nivel do sistema foi mantido através de um medidor de nivel instalado dentro do
| bioreator que aciona a bomba peristaltica tipo "MASTERFLEX"™ modelo 7549-30 usada na

alimentagio.
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Um sistema de refrigeragdo trabalhou paralelamente fornecendo agua a 10°C que
circulou continuamente pelo sistema. A agua de refrigeracdo usada no sistema foi

previamente tratada com fluido para radiador (anti-corrosivo e anti-congelante comercial ).

As conexdes entre as unidades foram feitas por mangueiras de plastico com 12.7 mm

de didmetro interno. coberta por malha de ago inox 316.

A Figura 3.1 mostra o conjunto usado na realizagdo dos experimentos continuos e

batelada.

Figura 3.1 - Montagem do Sistema de Fermentagdo Continua. (A) tanque de alimentagdo,
(B) bomba peristaltica de alimentagdo, (C) reator, (D) sistema de filtragdo tangencial, (E)

sistema de bombeamento, (F) bomba peristaltica de extragdo do mosto filtrado.

28



3.5 - OPERACAO DO SISTEMA CONTINUO

3.5.1 - PREPARACAO DO SISTEMA DE FILTRACAO

Cada ensaio foi realizado com uma unidade de filtragio, esta decisiio foi tomada
apos o estudo das vantagens e desvantagens em se trabalhar com os dois filtros, ou com um

UIco.

O upo de operagio com um filtro, mantém um elemento filtrante disponivel
enquanto o oufro esta em uso, garantindo assim maior antonomia em termos de tempo de
preparo da fermentagdo. Ao final de um ensaio, apenas a unidade de filtragdo ¢ lavada e
esterilizada, no sendo necessaria a parada de todo o sistema, desmontar, lavar, esterilizar,
mocular; porém trabathando-se com wma menor area filirante consequentements, menor

capacidade de filtragio.

Foi realizada uma lavagem dos filtros, passando-se uma solucio de NaOH 2N a 40°C
em circuito fechado durante 4 horas e enxaguado-se com 4guna destilada por mais 4 horas.
Este procedimento retira o material aderido nas paredes do elemento filtrante, recuperando a

capacidade de filtragdo.

3.5.2 - ESTERILIZACAO

Apés a montagem do sistema bioreator-filtro, a esterilizacdo foi realizada fazendo-se
passar através do sistema de fermentagdo continua, vapor saturado a 100° C e 1.0 atm.
durante 2 horas. A inclus@o do vapor no circuito foi feita por um dos aportes existentes no
sisterna de filtragdo. Apos esta operagdio, o sistema reteve um certo volume considerado de

agua proveniente do processo de esterilizagio.

3.53 - INOCULACAQO
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O indeulo preparado como descrito no item 3.2 foi adicionado ao sistema apos a
operagdo de esterilizagfio. Apds a adicdio do indculo, as valvulas do sistema de filtragéio
foram ajustadas de forma a liberar a passagem de fluido por apenas um filtro. A bomba de
circulagdio foi acionada pelo motor trifasico mantido a uma rotagdio de 50 ciclos/segundo.

Com o funcionamento da bomba, deu-se inicio a passagem de fluido pelo elemento filtrante.

Uma bomba peristaltica acoplada ao sistema de filtragiio, foi ajustada para retirar o
mosto filtrado, numa vazio que corresponde a uma taxa de diluigio de 0.2 h™'. A retirada
continua do fluido acionou o mecanismo de detecefio de variagdo de nivel. Este mecanismo
atuou ligando outra bomba peristaltica, que alimenta o sistema para corrigir a perda continua
de mosto filtrado. A temperatura ¢ agitagio do experimento foram fixadas em 31°C e 200
r.p.on. respectivamerte. Frascos de 12 littos de alimentagfio estéril contendo 40 gL
ART.e25¢gL" de extrato de levedura foram acoplados ao sistema e desta forma o sistema
entrou em funcionamento: alimentagdo suprida constantemente, vinho retirado com a mesma
vazio e livre de células, aumentando-se gradativamente a concentracio de células dentro do

sistema, uma vez que as oélulas geradas ndo deixavam o sistema.

Amostras de 30 mL foram recolhidas periodicamente para realizagfio das analises de
concentragdo de agucar redutor total, massa total, viabilidade, concentragic de alcool. O
processo de crescimento celular continuou até que a concentragdo de células no meio atingiu
um nivel tal, @ ponto de provocar entupimento no sistema de filtragfio ¢ uma elevada perda
de carga, que resultou na impossibilidade de se manter a taxa de dilunigfo fixada, a ponto de
0d0 se conseguir manter wma vazio constante sem afetar significativamente a viabilidade
celular. Neste momento, utilizando as valvalas do sistema de filtracdo, fechou-se a saida de

tiltrado e promoven-se wna purga de células, para diminuir a concentracio celular.

Quando se atingiu uma concentragic em tomo de 4-7 gL' de células, a purga do
sistema fol suspensa ¢ através do sistema de valvuolas, foi liberada a outra unidade de
filtragio, tendo inicio a experiéncia a 34 °C e 200 r.p.m. A partir de entdo, foi realizada a

lavagem ¢ esterilizagio do filtro esgotado, preparando-¢ para um novo ensaio.




Da mesma forma foram conduzidas as experiencias a 37 °C e 28 °C, alternando-se as

unidades de filtragio entre cada ensalo, evitando-se a parada do sistema.

Esta forma de operagio, utilizando-se células de um experimento anterior como
sendo o indeulo do processo seguinte, manteve-se satisfatéria, sem contaminacio e sem a
necessidade de esterilizagdo e novas inoculagdes. Este tipo de metodologia fol seguido como
forma de ndo expor o sistema varias vezes is condigbes depreciativas que foram observadas
no inicio, especialmente a operagio de esterilizaglio que afeta o estator da bomba e 08
elementos de borracha do sistema, principalmente em termos do tempo de operagdo total
que 0s equipamentos ficariam sujeitos, aumentando-se o risco de acontecer problemas

durante os ensaios.

3.6 - SISTEMA EM BATELADA

As operagBes para preparagio do sistema em batelada foram bem mais simples se
comparadas com o sistema continuo. O equipamento basico da fermentagdo em batelada foi

o bioreator usado no sistema continuo.
3.6.1 - PREPARACAO DO FERMENTADOR

Foram adicionados ao bioreator, 2 litros de alimentagdo contendo 180 g L7 AR.T. ¢

2.5 gL de extrato de levedura, Este sistema foi autoclavado a 121°C durante 15 minutos,

ApOs a autoclavagem do bioreator, foram adicionados 250 mL de indculo

previamente preparado como descrito no item 3.2, O sistema foi ajustado para temperatura

de 28°C ¢ agitagho 200 r.p.m.

Apos a inoculagdo, 25 mL de amostras foram recolhidas em intervalos regulares de
tempo. Andlise de massa de células totais, viabilidade e agucar foram realizadas. 10 mL de

amostras foram congeladas para posterior analise de alcool.
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Decorridos 40 horas de fermentagio, o sistema foi desmontado e preparado para
realizagio do proximo experimento. Foi usada esta mesma metodologia para os ensaios a 31

¢ 34°%Ce37°C .

3.7 - METODOS ANALITICOS

3.7.1 - CONCENTRACAQO DE MASSA DE CELULAS TOTAIS E VIAVEIS

20 mL de mosto que foram recolhidos do meio de fermentaco, foram separados em
duas amostras de 10 mL ¢ centrifugados a 3500 r.p.m. durante 15 minutos. O sobrenadante
foi separado e o precipitado constituido de células, foi lavado e transferido para uma placa
de Petri previamente limpa, seca e de peso determinado. A amostra na placa de Petri foi
levada a estufa & vacuo e mantida a 60°C, -60mmHg durante 24 horas aproximadamente.
Apos este periodo a placa foi pesada e a diferenca de peso entre as condicbes iniciais e
finais { placa sem amostra e placa com amostra ), deram a massa de células totais {base
seca) contida em 10 mL de meio fermentado. A concentragdo de células totais (base seca)
por litto de meio € obtido apés a multiplicagio deste resultado por 100. O resultade obtido
foi a média de dois ensaios.

A massa de células vidveis foi obtida pela equagiio [3.1)

Massa viavel(base seca) = massa total * viabilidade [3.1]

3.7.2 - VIABILIDADE CELULAR

A wviabilidade celular foi medida através do método de coloracdo das células mortas
por corante azul de metileno. Este método se baseia no principio que células mortas niio

conseguem destruir o corante que absorvem, tornando-se azuis (LAFORGUE et alii, 1994).

10 mb de mosto foram centrifugados a 3500 r.p.m, durante 135 minutos, o precipitado

obtido apés centrifugagfo foi lavado e dilufdo. 1| mL de amostra da solucio diluida foi
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adicionada a 1 mL de solucdio de azul de metileno 0.1%. Uma pequena gota desta solugdo
foi colocada em uma cimara de NEUBAUER para contagem de células e levada ao

MICroscopio.

A viabilidade celular pode ser capressa em termos da quantidade total de células

como na equagdo [3.2];

Viabilidade(%)= niimero de células brancas/nimero de células totais(brancas + azuis) {3.2]
3.7.3 - CONCENTRACAO DE ACUCARES REDUTORES TOTAIS (ART.)
Actcares redutores podem ser analisados pelo método  colorimétrico, apos

desenvolvimento de cor obtida entre o aglicar redutor e o reagente DNSS(MILLER, 1959).

O reagente D.N.S. foi preparado usando-se 5.3 g de 4cido 3,5 dinitrosalisilico P.A_

9.9 ¢ hidréxido de sédio P.A., 708 ml

agua destilada. Estes sio misturados ¢ aquecidos a

70°C e entdo adicionados 3.8 mL de fenol. A solugfio resultante

adicionamos 4.13 g de

metabisulfito de sddio (NayS,05). A solugdo é mantida sob refrigeraciio em frasco e

SCUro.

3.7.3.1 - CURVA DE CALIBRACAO

Constroi-se uma curva de calibragdio com 6 amostras de sacarose de concentragbes 1,
23,4 3¢6 g.'L‘I. Em tubos de ensaio, 1 mL das solugdes conhecidas foram adicionada a 1
ml. de dcido cloridrico 2 N e entio levadas a um banho de agna a 100 °C, durante 5
minutos. Apds este periodo, as amostras foram resfriadas e adicionou-se 1 mL hidroxido de

sédio 2 N,

1 mL de cada amosira neutralizada, foi adicionada a 1 ml de solugdo do reagente
D.NS. e levada a um banho de 4gua a 100 °C por mais 5 minmos. O branco foi feito

uitlizando-se 1 mL de dgua destilada ao invés da amostra, Apobs os 5 minutos. As amosiras e

0 branco foram resfriadas e foram adicionados 16 ml de solugdo de tartarato de sédio e
potdssio (15,1 g. L"), A absorbancia de cada amostea for lida 1o espectrofotdmetro a 540 nm
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usando-se 0 branco como referéncia e a partir destes resultados foi tracada uma curva ARBS
vs cone, ART (gL, |

As analises de agtcar dos experimentos foram realizadas usando-se¢ a mesma
metodologia, mudando-se o branco de dgua destilada para 1 mL de amostra e adicdo do
D.N.S., sem levar ao banho. As concentragbes de agicar dos experimentos foram

determinadas com o auxilic da curva de calibracio,

Foram construidas curvas de calibragio periodicamente sempre gue novas solucdes

de tartarato eram usadas.
3.7.3.2 - CARACTERIZACAQ DO MELACO

Uma solugdo conhecida de melago contendo 5 g melago/l foi ensaiada como descrito
no item 3.7.3.1. Por meio de uma curva de calibracfio recentemente elaborada, o valor da
concentragdo desta solugdo ¢ medide em termos de agticar redutor total . O teor de agiicar

redutor total do melago ¢ entfio determinado como:

Teor de AR.T. (%) = concentragio medida pela curva/ concentragido conhecida gramas de

melago/1 (5 g L") [3.3]
3.7.3.3 - ANALISE DE A.R.T. NAS AMOSTRAS

As andlises de aglicar no sistema continuo foram realizadas com amostras de mosto
filtrado, ¢ ensatado como descrito ne item 3.7.3.1. com a diferenca que o branco foi | mL
de mosto adicionado ao D.N.S. ¢ sem levar ao banho a 100°C por 5 minufos. Esta estratégia
ehimina o valor associado & cor do mosto que é medida indiretamente como agucar,

superestimando o valor da medida.

As andlises de agiicar no sistema em batelada foram realizadas tomando-se 1 mL do
sobrenadante do mosto previamente centrifugado e diluindo-o de modo que a concentracio

final da amostra, apds diluigiio, se encontre na faisa de 1 a 6 gL que é a faixa da curva de
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calibragio. Apds a diluigdo, 1 mL desta amostra ¢ ensaiada como descrito no item 3.7.3.1.
com a diferenga que o branco usado foi 1 mL da amostra diluida adicionada ao DNS. e
sem levar ao banho a 100°C por 5 minutos. Todos os ensaios foram realizadas em

triplicatas,

3.7.4 - CONCENTRACAO ALCOOLICA

A concentragdio alcdolica foi determinada através de cromatografia gasosa. Foi usado
o cromatdgrafo modelo “VARIAN 3400° que opera com hidrogénio, ar sintético ¢ oxigénio.

usando-se acetona como padrdo interno.

As amostras dos experimentos continuos e batelada foram preparadas seguindo
metodologias diferentes. Foi analisado a concentragdo de alcool nas amostras contendo
celulas e livies de células nos experimentos de fermentaglio continua ¢ livre de céhulas na

fermentaciio em batelada.
3.7.4.1. CURVA DE CALIBRACAO DO ALCOOL

Foi feita uma curva de calibragfio com 7 amostras contendo 1,5, 10,15, 20, 25 ¢ 30
2L de alcool para analise do alcool produzido na fermentaciio continug e 3, 30, 435, 60, 75,
90, 110 gL de alcool para analise de alcool na fermentagiio em batelada. As amostras

foram feitas com dlcool P.A.(99,8%) ¢ dgua destilada.

A cada 1 mL da amostra foi adicionada 1 mL de solugdo aquosa de acetona 2 % v.v.
Estas amostras foram ensaiadas no cromatdgrafo e o resultado da andlise fornecen as razdes
entre as areas do pico do dlcool ¢ da acetona. Como a concentracio de acetona foi a mesma
em todas as amostras, as diferentes razdes de 4reas estio associadas as diferentes
concentragdes alcoolicas. Foi feita entiio uma curva da concentragdo, alcdolica (g.L7") vs

razio das areas.




3.7.4.2 PREPARACAQ DAS AMOSTRAS

Dos experimentos continuos realizados com reciclo de células, foram retirados 10 mL
de mosto filtrado, livre de células e 10 mL de mosto nio filtrado. Cada amostra foi entfio
destilada e foram colhidos 10 mL de condensado em proveta graduada. Destes condensados
foram tomados 1 mL ¢ a cada amostra foi adicionada 1 mL de soluclio aquosa de acetona 2
%. Estas amostras resultantes foram ensaiadas no cromatografo e a concentracio alcbolica

determinada com o auxilio da curva de calibragdo.

Nos experimentos em batelada, 10 mL do sobrenadante do mosto centrifugado a 3500
r.p.m. durante 15 minutos, foram destilados ¢ colhidos 10 mL de condensado. A preparagio
da amostra seguiu a mesma metodologia anterior. Foi efetuada uma nova curva de

calibraciio a cada nova série de ensaios.
3.8 - AJUSTE DOS DADOS EXPERIMENTAIS A0S MODELOS CINETICOS

Os valores da velocidade de crescimento especifico (y) foram calculados de acordo

com a equagdo [2.3], usando-se as derivadas dX/dt em cada ponto.

As derivadas dX/dt foram calculadas, ponto a ponto, com os valores de massa
viavel(g LY versus tempoth), usando-se trés metodologias diferentes: através do ajuste
numeérico proposto por ZANC, e LeDUY, 1973: pelo método ‘SPLINE’ desenvolvido por
NUNHEZ, et alit, 1993 ¢ através da derivada da melhor funcio Koaer=X{tempo) interpolada
aos dados expevimentais, pelo método numérico realizado pelo *‘SOFTWARE STATISTICA
FOR WINDOWS VERSAO 5.0°. Os resultados de dX/dt foram a média obtida por estes trés

metodos. Esta metodologia foi adotada para se evitar usar valores negativos de dX/dt.

As equaglesf2.6] e [2.18] foram ajustadas aos resultados dos ensaios continuos a
28°C, 31°C, 34°C, 37°C. Os ajustes foram realizados pelo SOFTWARE STATISTICA FOR
WINDOWS - VERSAQ 5.0. Através de regressio ndo lmear dos dados experimentais,

foram obtidos os termos Xm, m e A2 das equagdes propostas.
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O valor de pped The Ks(T) foram estimados pelas equagdes [2.24] e [2.25].

Apds ser determinado os pardmetros de inibigio pela massa celular total, através do

ajuste das equacOes [2.6] e [2.18], o modelo foi usado com os dados da fermentaglio em

batelada para se determinar os parametros de inibigdo pelo alcool, nas mesmas temperaturas.

Os valores de Yp/s, Yx/s e Y x/p foram calculados como sendo a inclinacfio da reta
obtida do grifico de concentragiio alc6olica versus concentragiio de acicar, concentragio
celular versus concentragio de agiicar e concentragio celular versus concentracio alcéolica

respectivamente.,




4~ RESULTADOS E DISCUSSAQO

Os resultados das experiéneias serfio apresentados em duas partes: primeiro serdo

apresentados pelas Tabelas 4.1 a 4.4 os resultados obtidos dos ensaios continuos nos quais

os valores de concentragio celular foram utilizados para se determinar o valor da

concentragio celular maxima, em seguida serfio apresentados pelas Tabelas 4.17 a 4.20 os

resultados dos ensaios em bateladas, que serdo usados no modelo cinético de crescimento do

MICTOrZANnISImMo,

4.1 - SISTEMA CONTINUO

As Tabelas 4.1 a 4.4 apresentam os resultades das experiéncias realizadas no sistema

continuo com reciclo de células nas temperaturas de 28°C, 31°C, 34°C e 37°C. Estes

resultados estdo expressos nas figuras 4.1 a 4.4.

Tabela 4.1 Resuitados dos experimentos continuos reatizados a 28 °C

CONC. CELULAS | CONC. CELULAS ’C(}NC\ CONC. QQNC .
TEMPUT) VIAVEIR TOTAIS ALCOOL aloool*¥¥ ACHCAR
(gl (210 (A (gl wlh
{ 345 345 {} {1 40
19.5 11,1775 13,15 10,74 143,91 1.3
435 13,724 i35 8,83 10,55 1.9
a5 13,5499495 2385 8.71 f,i2 1.8
865 16851636 3095 Q.02 I 0,08
1049 1976733 36,4 9.3 10,21 4.7
1365 2221362 42.5 951 11,73 1.2
64 27.24172 5555 12.35 12,13 T4
182 28262085 38,55 P97 13,04 i
214.5 14384 fif 133 12 87 i
MEDHA 163,47 11.38 123

alcoott*® = CORNCENTRACAD DE ALCOOL NO MOSTO COM CELULAS
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Tabela 4.2 Resultados dos experimentos continuos realizados a 31 °C

CONC. HCHI JILAS | CONC, CELULAS CONC. CONC. CONC.
TEMPORY VIAVEIS TOTAIR ALCOO, dleap] e AQ’L‘ICA;R.
(2L g lh (gl (g1 2L
0 7 7 0 1] 3R
24 P5,847 174 12,177 11,73 36
4% 232 27.3 11,438 12.25 2.0
72 36,21 424 17,218 16,345 2.0
56 39,1 474 16,783 166 2.3
120 38,55 5413 13,44 14,23 1.5
144 40,29 38.4 17,16 1743 1.3
167 35,38 639 1551 15,789 1.0
p2 42.6 71 14,22 {5,766 1.3
216 41762 78,3 8,59 13,6147 13
2415 46,37 42 1561 14,32 it
2643 45,68 8733 15,81 15,8776 1.6
312 36 88,3 15 86 15,34 1.6
MEDIA 14.57 ERY 167
dlcool®** = CONCENTRACAQ DE ALCODL NO MOSTO COM CELULAS
Tabela 4.3 Resultados dos experimentos continuos realizados a 34 °C
CONC. CELITLAS { CONC. CRELULAS CONC. CONC. CONC.
TEMPO( Y VIAVEIS TOTAIS ALCOUL dloonl*e® ACTUCAR
(R0 {8L"y (21" 217 (L
0 8.9 8.9 0 ) 34
175 02 21,2 12,766 12,34 1.3
454 26.94 3345 12,055 12,547 108
a7 2033 43 10,74 153,76 1.8
54,3 29,46 54,5 16,34 16,2379 2.3
1335 26,91 5G 8 1743 17.32 2.8
142 288 63 14,24 14,28 1.5
1633 29 63.2 14,12 17,34 166
MEDA 1547 1512 180
#loant™* = CONCENTRACAO DE ALCOOL NO MOSTO COM CELULAG
Tabela 4.4 Resultados dos experimentos continnes reatizados a 37 °C
COMNC, CELI AR | CONC. CELITLAS CONC. CONC. COMNC,
TEMPO( VIAVELS TOTAIS ALCODL Aloools** AQUCAR
(el (gL (Bl (g1 (el
{ 5.2 52 {4 i 42
22 11.76 14 14,2 14,7 23
33 201,88 27.93 14,26 16,16 8
72 21,24 3455 16,89 1824 LR
92 HLB 3213 18,079 16,98 2.1
1% 17,685 3273 13,92 14,6 1.5
142 1901575 38,3 17,72 16,05 1.5
166,238 18,496 343 18,79 1745 1.7
18723 20,1 40,2 16,93 18,08 1.9
2158 18,94 40,3 19,1 18,43 18
241 19 5% 44 5 18,0147 174 1.5
MEDIA 16,74 16,81 1,79

aleanl®** = CONCENTRACAOQ DE ALCOOL, NO MOSTO COM CELULAS
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Figura 4.1 Comportamento do sistema continuo a 28°C,

A Figura 4.1 mostra o comportamento do sistema continuo a 28° C. A partir de 25
horas, as concentragdes de agucar e alcool se mantiveram constantes e nao foi observado
uma diferenga significativa entre as concentragoes de alcool medidos no mosto com células

e livre de células.

Observando-se a curva de crescimento de massa celular, verifica-se que ha uma
tendéncia indicando que o sistema continuaria crescendo se o sistema de filtragdo ndo
apresentasse esgotamento. A viabilidade do sistema decresce com o aumento do tempo de

ensaio, isto se verifica pelo aumento da distincia entre pontos de células totais e células

viaveis.
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Figura 4.2 Comportamento do sistema continuo a 31°C.

O comportamento do sistema a 31°C est4 apresentado na Figura 4.2. Em
aproximadamente 25 horas as concentragoes do élcool e do aglcar se mantiveram

constantes. Os ensaios conduzidos nesta temperatura indicaram que o sistema apresentou
esgotamento num periodo maior que o do ensaio a 28°C (310 horas a 31 °C contra 210
horas a 28 °C) e com isso uma maior concentragao de células totais no final do periodo.(88
g.L"" a 33°C contra 64 g.L" a 28°C). Verifica-se a influéncia da temperatura na velocidade
de crescimento observando-se a inclinagio da reta da concentragdo de massa com o tempo

que € maior a 31°C que a 28°C.
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Figura 4.3 Comportamento do sistema continuo a 34°C

O ensaio continuo a 34°C foi o que apresentou maior velocidade de crescimento.
Observando-se a Figura 4.3, verifica-se que em 115 horas de ensaio atinge-se 60 g.L"' de

células totais.

O sistema apresentou esgotamento num periodo de tempo menor . Apds 140 horas
de ensaio ndo se verificou crescimentp celular devido a haixa capacidade do sistema de

filtracdo.
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Figura 4.4 Comportamento do sistema continuo a 37°C.,

Observando-se a Figura 4.4 verifi
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Ca-se que o experimento continuo conduzido a 37°C

foi 0 que apresentou menor velocidade de crescimento. A concentragdo final de células

totais foi 44,5 g L

temperaturas.

» um periodo de 240 horas, valor inferior aos observados

nas outras

Os valores das concentragdes médias de alcool do mosto com células, alcool do

mosto sem ce¢lulas e agucar, nos ensaios continuos, estdo apresentados na Tabela 4.5,

Tabela 4.5 Valores das concentragdes médias de alcool e agticar no sistema contin uo.

TEMPERATURA(°C) Concentragio média Concentragio média | Desvio relativo de Concentracio média
de dlcool (g L) | de dlcool*+#(g L") concentragdes de agticar(g.L™)
alcoolica
28°C 10,47 11.38 8.68% 1.25
3leC 14,57 15,11 3.71% 1.67
34°C 1547 15,12 2.26% [.80
37°C 16.79 16.81 0,12% 1.79

alcool*** = concentragdo de alcool no mosto com células.



Observando-se as concentragdes médias do alcool obtide no mosto livre de células ¢
bo mosto com células, ndio ha uma diferenca significativa entre estas. Apesar da
concentragdo de alcool no interior da célula ser diferente da concentracdo extracelular, como

apontado por, Monbougquette, 1987; este fendmeno nio foi observado nestes experimentos,

Os sistemas apresentaram uma viabilidade no final dos expertmentos em torno de
47% a 28°C, 41% a 31°C, 45,8% a 34°C e 44% a 37°C . Estes valores baixos sdo devido
principalmente as condigbes de baixa concentracfio de aciicar e nutrientes, as condigdes
drasticas que as células ficam sujeitas no processo de bombeamento e o cisathamento
produzido em tais concentragBes celulares, além do tempo de permanéncia da célula no
sistema.

A taxa de diluiclio dos experimentos foram fixadas em torno de 6.2 h™, como pode
ser observado nag Figuras 4.5 2 4.8, e uma alimentacdo de 40 g.L7" de agiicar. O crescimento
celular observado foi bem mais lento que os realizados por Lafforgue et alii (1987), que
realizaram um experimento a uma taxa de diluigdo igual a 0,5 b e concentraciio de aclicar

igual a 150 g L'; chegando a 330 gL de células em aproximadamente 160 horas.

Lafforgue et alii, 1994; demonstraram que a viabilidade das células nos sistemas com
alta concentracio celular foi prejudicada devido ao dificil acesso que 0S MICTOrganismos
tiveram aos nutrientes. Obtiveram uma viabilidade de 42.4% quando o sistema atingiu 330

oL de concentragio celular.
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Figura 4.5 Taxa de dilui¢do do sistema continuo a 28°C.
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Figura 4.6 taxa de diluigdo do sistema continuo a 31 °C.
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Figura 4.7 taxa de diluigdo do sistema continuo a 34 °C.
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Figura 4.8 taxa de diluigdo do sistema continuo a 37 °C.
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As figuras 4.9 a 4.12 representam os valores de massa viavel com o tempo

experimentais e ajustados por interpolagao.
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Figura 4.9 Comparagdo entre resultados de massa viavel experimental a 28°C e fungao

interpolada.

X(t) = 3.45 + {(57,77 £ /(250,80 + t)}

R* = 0,9662

X(t) = massa viavel em fungdo do tempo

t = tempo em horas.

A funcio interpolada X = X(t) é necessaria pois € através dela que iremos determinar

o valor de dX/dt para utilizarmos na determinagdo de p de acordo com a equagdo 2.3.
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Figura 4.10 Comparagdo entre resultados de massa viavel experimental a 31°C e fungao

interpolada.
X(t) =7+ {(48,711t)/(71,4447 + 1)} [4.2]
R*=0,938

X(t) = massa viavel em fungao do tempo

t = tempo em horas.
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Figura 4.11 Comparagdo entre resultados de massa viavel experimental a 34°C e fungao

interpolada.
X(t) = 8,9 + {(23,081)/(20,4626 + 1)} [4.3]
R = 0,966

X(t) = massa viavel em fungdo do tempo

t = tempo em horas.
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Figura 4.12 Comparacdo entre resultados de massa viavel experimental a 37°C e fungio

interpolada.
Xm(t) = 1,4168 + 3,41467In(t) [4.4]
R*>=0.9546

X(t) = massa viavel em fungdo do tempo

t = tempo em horas.
As Tabelas 4.6 a 4.9 apresentam os valores médios de dX/dt calculados como

descrito no item 3.8. As Figuras 4.13 a 4.16 compara os valores de dX/dt obtido pelos 3

métodos descritos no item 3.8

Estes valores foram usados para o calculo de () segundo a equacdo 2.3. Os valores

de (1) e massa celular total sdo apresentados nas Tabelas 4.10 a 4.13 e Figuras 4.17 a 4.20.
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Tabela 4.6 Resultado médio de dX/dt a 28 °C caleulado pelo método numérico, “spline”, e
interpolacio.
TEMPOM) dXsdt
0 0,3134
19,3 0,2266
0.3 01707
61,3 (1486
86,3 1273
169 2,1119
1365 60,0966
164 0.0842
182 00773
216,35 0.0681

Tabela 4.7 Resultado médio de dX/dt a 31 °C calculado pelo método numérico, spline”. e

mnterpolacio.

TEMPO(h) dX7dt
0 .3686

24 .3595

48 0,3292

72 06,2374

96 0,0862
120 {05981

144 0075

167 0.0612
192 0,0501
216 00421
24135 0,033%
2645 00308
312 00237




Tabela 4.8 Resultado médio de dX/dt a 34°C caiculado pelo método numérico, “spline”, e

interpolagio.

TEMPO() AN/t

i} {,6000

17,5 (3820
435 011170

&7 00478

94,5 00357

113.3 0,255

142 0.0179

163 0.0140

Tabela 4.9 Resultado medio de dX/dt a 37°C calculado pele método numMeErico,

“spling” e

interpolacio.
TEMPO() dX/dt
0 09,2560
23 6.2570
53 01199
7 0,0474
92 00371
118 {10289
142 0.0240
166.23 00203
187,25 1,0182
215 00159
24} 00142




T
0.6 \‘
\
0.5 \\ |~ Spline
‘ B geométrico
0.4 1 | O ajuste
= Nl
-ﬁ .
03 + \
™
O
02+ }Q AN
5 8]
NN, O
N Fe—
1 "% I e s S
0.1 o " 5 3
. o
0+ : : : | i : i i
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Tabela 4.10 Valores de 1 caleulados pels equacio [2.3] ¢ concentragio de céhulas totais no sistema a 28°C.

uh) CONC CELULAS TOTATS (g1
0,0908 345
06,0203 13,15
6.0124 8.8
64,0106 23,85
0.00755 30,95
0,00566 36,9
0.00435 42,9
0,00369 35 55
DO0274 58.55
0,00224 64

Tabela 4.11 Valores de j calculados pela equagdio [2.3} & concentragio de células totais no sisterma a 31°C.

uth™y CONC. CELULAS TOTAIS (2.1
0,0527 7.00
0,0227 17,40
0,0142 27.36
0,00636 42,60

(3,60220 4740
0,00155 54,30
{3,00186 58,40
6,00173 63.90
000118 71.00
4,0010) 78.50
4,00077 82,00
0,00067 R7.40
0,00066 88,30
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Tabela 4.12 Valores de n calculados pela equaglio {2.3] ¢ concenteacio de cdtulas tolais no sistema

a 34°C,
uth™y CONC. CELULAS TOTAIS (g1
0.0674 8.90
0,0212 21,20
0.00415 35,45
(,00181 43,00
0,0012] 54,50
{,0009449 54,80
0,000619 63
0,000481 63.2

Tabela 4.13 Valores de u caleatados pela equacio 12.3} ¢ concentracdo de oétulas totais no sistema a 37°C.

ughy CONC. CELULAS TOTAIS (g 1.5
0,04808 5.2
0,02019 14

0,005742 2795
002228 34,55
000178 32,15
000164 42,78
0.00126 36.3
$,00108 333
§.000907 407
8.000839 40,3
0000724 44 5
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Baixas concentracdes de etanol nio influenciam a velocidade de crescimento
especifico(yr) e desta forma o termo do alcool nas equagdes [2.6]e]2.18) ¢ desprezado ¢ as

equagaes tornam-se:

()

5
“resik Ul [4.5]

p= iw(lw‘—ymf 4.6
TSR U T [4.6]

e

Os valores de 1,0 e Ks foram estimados pelas equagBes [2.24] e [2.25], e os valores
medios de concentragdo de aglicar fornecidos pela Tabela 4.5, Desta forma, o primeiro e o
segundo termos do lado direito das equagbes [4.5] ¢ [4.6] sdo constantes em cada
expenimento. O valor da constante para cada temperatura e mostrado na Tabelg 4. 14, Desta

forma obtemos:

( ( ¥ .A'Z\L
= Cre(T,$) 1- YJ | [4.7]

i LA J

{/ HE
g =Cle(T, 1= l ]

X, [4.8]

Tabela 4.14 Valores das constantes das equagdes [4.7] ¢ [4.8].

TEMPERATURA(°C) Cte(T.S)
28 0,077763
31 0,1071247
34 0,1210143
37 0,1082118
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Tabela 4 15 Valores de Ko, A2

Através de ajuste ndo linear,

obtidos, sdo mostrado na tabela 4.15.

foram ajustadas aos dados das Tabelas 4.10 a 4.13 ¢

como descrito no item 3.8, as equaches [4.7] ¢ [4.8]
4.14. Os resultados de X A2, m,

> m das equagles [4.7] e {4.8]obtidas pela regressdo ndo linear.

TEMPERATURA(®C) Equagdo [4.7] Equagio [4.8]
X AZ R’ X m R*

28°C 64,92 0,251 0,660 68.43 4 0.8427

31°C 69,14 02513 0.8291 60,48 4 01,8929

34°C 58,44 0,2515 0.8203 62,51 4 03,9972

3790 38.8 0,2515 04,9516 33,54 4 0,9462

Observando-se os valores de Xm estimados pelas equagdes 4.7¢ 4.8 verifica-se que
estes valores foram menores que as concentragdes celulares totais obtidas nos eXperimentos.

Estes resultados, apesar de serem subestimados nos modelos, possuem a mesma ordem de
grandeza entre eles. As F 1guras 4.17 a 4.20 apresentam os valores de i experimentais e og

valores p estimados pelas equagles 4.7 ¢ 4.8,

O efeito mais marcante da temperatura no valor de X observa-se a 37°C. O valor de
X obtido a 37°C foi menor que 0s demais. Nesta temperatura observou-se que o processo

de rompimento celular foi bem maior que nas demais. O estado fisiologico das células nas

condigSes de baixa concentragdo de agiicar, nesta temperatura, agrava-se ainda mais,
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Figura 4.17 Comparagéo do 1 experimental a 28°C com os p estimados pelas equagdes 4.7¢e 4.8.
A estimativa de p feita pela equagdo 4.7 apresenta um decaimento mais suave que a

estimativa da equagio 4.8. As equagdes 4.7 ¢ 4.8 se ajustaram melhor aos pontos

experimentais em concentragdes acima de 30 gL
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Figura 4.18 Comparagdo do (1 experimental a 31°C com os | estimados pelas equagdes 4.7¢ 4.8.

A estimativa de p feita pela equagdo 4.8 apresentou melhor resultado nos
experimentos realizados a 31°C. O valor de Xm estimado pelo modelo 4.7 apresenta valores
negativos de i, significando que o valor ¢ Xm obtido no ajuste ¢ inferior aos valores de
concentracdo de células totais obtida nos experimentos. Este efeito ndo se observa nos

resultados estimados pelo modelo 4.8.
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Figura 4.19 Comparagio do u experimental a 34°C com os p estimados pelas equagdes 4.7¢ 4.8.

Observando-se a Figura 4.19, verifica-se que o modelo descrito pela equagao 4.8 se

ajusta perfeitamente aos dados experimentais ¢ que o modelo 4.7 ndo satisfaz.
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Figura 4.20 Comparagdo do p experimental a 37°C com os u estimados pelas equagdes 4.7¢ 4.8.

Os valores de p estimados pela equagdo 4.7 tornam-se negativos quando as
concentragdes de células totais superam o valor de Xm estimado pelo ajuste. Os resultados
apresentados pela Figura 4.20 indicam que a partir de 30 g.L” os valores de p estimado pela

equagdo 4.8 sdo praticamente os mesmos dos resultados experimentais.
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O crescimento celular, em sistemas com reciclo de células, € observado ateé o ponto
em que o sistema de filtragdo mantenha uma taxa de diluicdo, de modo a fornecer nutrientes
em quantidades suficientes ao meio ¢ estes possam ser consumidos pelos microrganismos.
Em elevadas concentragdes celulares, os sistemas de filtracdo se tornam msuficientes e
comecam a surgir fendmenos de mnibiglo, de Tnmitagdo, perda da atividade metabdlica do
microrganismo, como foi comprovado por MELZOCH(1991), LAFFORGUE et alii,(1994).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4.15, verificou-se que 05
valores de X, ficaram subestimados pela capacidade do sistema de filtragdo sendo que a
temperatura ndo apresentou um efeito considerado nos valores de Xim, j4 que os valores de

Xm observados na faixa de temperatura estudada foram praticamente 08 mesmos. S6 acima

de 34 °C que se observou uma queda no valor de Xm.

Os modelos cinéticos, adotados para sistemas com alta concentragdo celular,
apresentam diversos valores de concentragio méaxima de células e estes valores estdo
sujeitos ao tipo de sistema de separagiio além das taxas de diluiclio e das concentragbes de
aglicar da alimentagfio. O valor de Xm s6 & afetado pela temperatura quando estas sio
superiores a 34°C. Nas temperaturas inferiores a 34°C, o valor de Xm estd sujeito muito

mais a influéncia da capacidade do sistema de filtragio que da temperatura.

Por meio de ajuste dos dados experimentais, CHATTAWAY e GOMA, (1988),
obtiveram Xm = 9,5 gL', porém o sistema que os pesquisadores usaram foi um sistema
contineo sem reciclo de células. Este valor, muito abaixo dos obtidos em sistemas com
reciclo de células, comprova que o modelo cinético pode descrever razoavelmente o
comportamento do microrganismo, porém os valores obtidos sdo especificos para cada tipo

de sistema. A Tabela 4.16 apresenta alguns resultados obtidos para Xm.




Tabela 4,16 Resumo de alguns valores estimados para Xm.

AUTOR Xm OBSERVACAQ
elh
fee e Chang, 1987 210 taxs de diluiclo varigvet,
fttro membrana
Chattaway. e Goma, 1987 6.4
sistema continuo sem seciclo
Metzoch et alii, 1991 16-60 taxa de diluigio = 0,2 h'!,
Fitro membrana
Lafforgue et alii 1994 336 taxa de difuigiio = (1,53 W,
migro filtragdo tangencial
LEE J.&L et ahi, 1983 HiD stmiacdo de sistema com recicio de
células
Jarzebskl, A.B. et alil, 1989 320 Sirnudaclic ¢ comparacio com dados
experimentais

4.2 SISTEMA EM BATELADA

Os modelos cinéticos de crescimento celular, apresentados pelas equagbes [2.6] e
[2.18], foram ajustados aos resultados experimentais do sisterna em batelada, que sio
apresentados nas Tabelas 4.17 a 420. Com os resultados do sistema em batelada
determinou-se o valor de Pm nas temperaturas de 28°C, 31°C, 34°C ¢ 37°C, considerando-
se que o efeito inibidor produzido pela concentragdo celular foi o valor estimado pelas

equagdes 4.7 e 4.8. e apresentados na Tabela 4.15.
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Os valores de dX/dt foram calculados como sendo a derivada da melbor reta
interpolada aos dados de concentragfio celular com o tempo. As Figuwras 421 a 424
apresentam os resultados das fungdes interpoladas aos resultados experimentais

Qs valores de (1) experimentais foram calculados pela equagdo [2.3].

Tabela 4.17 Resultado dos experimentos em batelada a 28 °C.

TEMPO(h) CONC. CONC, CONC. I
CELULAS ACUCAR ALCOOL (h"
(gL (el (gL

0 1,45 186 5,12 0,72540

4 2,9 125 7,395 0,25620

8 7,6 121 24,46 0,07270

13,2 8,55 56,55 45,25 0,04650

16 11,6 32 51,07 0,02929

20 14,2 7,24 61,13 0,01949

24 14,45 8,78 60,4 0,01591
28.5 14,5 7,37 59,92 0,01310
415 14 6 66,2 0,00852

46 14 5.5 66 0,00741

Tabela 4,18 Resultado dos experimentos em batelada a 31 °C.
TEMPO(h) CONC. CONC. CONC, 0
CELULAS ACUCAR ALCOOL (W
(gL (el (gL

0 2,7 186 5,44 0,40217

4 5 175 7,74 0.13555

8 7 128,35 20,54 0,06614

12 9,5 58 40,34 0,03539

16 13,1 17,74 44.3 0,01948

23 13,9 7,4 55,72 0,01220

30 13,8 6 53,6 0,00878

48 13,6 5 59 0,00455
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Tabela 4.19 Resultado dos experimentos em batelada a 34 °C.

TEMPO(h) CONC. CONC. CONC. i
CELULAS ACUCAR ALCOOL (h™y
(gL (gL (gL |
0 4 196 6,45 32836
3 6 140 11,46 0,15070
8 10 88 31,22 0,05486
13 13,5 20 52,68 0,02726
17 15,8 2 54,7 0,01777
23,5 15,8 13 56 0,01223
30 15,8 57.8 0,00892
Tabela 4.20 Resultado dos experimentos em batelada a 37 °C.
TEMPO(h) CONC. CONC, CONC, i
CELULAS ACUCAR ALCOOL (h"y
@l (gL (gL
0 7 190 6,23 0,11264
9 8 180 19,32 0,02444
13 11,3 52,15 40,4 0,01157
16 12,2 26,3 49,72 0,00829
21 122 2.8 61,43 0,00575
33,5 12,2 0,8 3,77 0,00285
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Figura 4.21 Comparagéo da reta ajustada com os dados experimentais a 28°C
X(t) = 1,45 + {(22,16t)/(21,0683 + t)} [4.9]
R*=0,932

X(t) = concentragio de células em fung¢do do tempo.

t = tempo em horas.
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Figura 4.22 Comparagao da reta ajustada com os dados experimentais a 31°C

X(t) =2,7 + {(16,344691)/(15,052 + 1)}
R?=0,920

X(t) = concentracao de células em fungdo do tempo.

[4.10]

t = tempo em horas.
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Figura 4.23 Comparagdo da reta ajustada com os dados experimentais a 34°C

X(t) =4+ {(19,20t)/(14,6179 + t)} [4.11]
R*= 0,950
X(t) = concentragdo de células em fungio do tempo.

t = tempo em horas.

69



12| ® - = e ®
10 - §
o ‘ G _c\pc@eul.al]
& gl & ; |
2 | s )
2 ¥
3
5
3
~
|
Y
2|
1] : — : | ; |
0 5 10 15 20 25 30 35
tempo(h)

Figura 4.24 Comparagao da reta ajustada com os dados experimentais a 37°C

X(t) =7+ {(7,04061)/(8,9294 + t)} [4.12]
R*= 0,964
X(t) = concentragdo de células em fungio do tempo.

t = tempo em horas.
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As equagdes 2.6 ¢ 2.18 foram ajustadas aos dados das Tabelas 4.17 a 4.20. Os
resultados obtidos do ajuste ndo linear da velocidade de crescimento especifico (1) em
funglio da concentragio de agucar($), da concentraciio alcbolica(P) e da concentragdo

celular(X), no sistema em batelada, sdo apresentados na Tabela 4.21.

Tabela 4.21 Resultado dos ajustes para os modelos cinéticos das equagdes [2.6] e [2. 18]

TEMPLRATURACC) Equacao [2.6] Equago [2.18]
Xm Pm Al A2 R® Xm Pm n m R
28 64,93 6326 218 02515 3,65 68,43 134,59 2 4 .60
31 64,14 5980 13 0,2513 0,63 o) 48 83,43 2 4 (.80
34 58,44 34,50 1.8 09,2513 074 62 51 6988 2 4 .90
37 388 52,26 0,61 02515 .83 33,34 64,00 2 4 0,95

Ambos os modelos descrevem wma queda no valor de Pm com o aumento da

temperatura. Este fenbmenc foi observado por Ledio (1982); Correta,(1983) e Alves,(1996).

Analisando-se os resultados da Tabela 4.21, observa-se que os valores de Pm
estimados pela equagfio [2.6] sdo relativamente subestimados se comparados com 0s
resultados apresentado por diversos autores, que apresentam valores de Pm em torno de 90-
110 g 1.7 (LEE et alii, 1983),

A estimativa de Pm pela equagio [2.18] fornece valores mais proximos dos citados

pela literatura.

Correia (1983), observou que nas temperaturas acima de 28°C, o wvalor da
concentragdo maxima de etanol decai com a temperatura ¢ estes valores se situam na faixa

de79gL" a28°Ced7481" a36°C.

Os valores de Pm estimados pela equagdo 2.18 ¢ apresentados na Tabela 4.21 foram

comparados com os resultados obtido por ALVES (1996), que propés a fungio:

Pm = 620.exp(-0,05735.T) [4.21)
R?= 0,942
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Temperatura na faixa de 28 °C 3 38°C.

Os valores de Pm foram ajustados a uma equagsio do tipo 4.21, obteve-se-

Pm = 540,04.exp(-0,05735.T) [4.27]
R*=0.75

Temperatura na faixa de 28°C a 37°C

Observando-se a correlaglo do ajuste (0,75), verifica-se que a equacdo 4.22 ndo
desereve muito bem o comportamento de Pm com a temperatura, Esta equagdo fot proposta

4penas para comparar os valores de Pm obtidos nos ensaios com o Pm conseguido por
ALVES, (1996},

Um modelo linear ajustado aos dados de Pm com a temperatura forneceu:

Pm =-9,8973.T + 403,65 [4.23]
R? = 0,943

T = temperatura na faixa de 28°C a 37°C.,

A Figura 4.25 representa os valores de Pm experimentais com os
equagdes 4.21,4.22. e 4.23.

Pm previstos pelas
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Figura 4.25 Comparagao dos Pm experimentais com Pm ajustados pelas equagdes 4.21, 4.22

e4.23.

Com o modelo linear os dados de Pm foram melhor ajustados, obtendo-se uma

correlagdo de 0,94.

Com os dados fornecidos pelas Tabelas 4.17 a 4.20, obtém-se os valores dos

rendimentos Yp/s, Yx/s, e Yx/p, como descrito no item 3.8. e apresentados na Tabela 4.22.



Tabela 4.22 Rendimento das reagdes de producio de dlcool € massa cefular nos experimentos em hatelada.

TEMPER ATURA(C) Ypfs Yx/s Yxp
28 0,320 6,078 0.215
31 0,274 0,058 0,21}
34 0,302 0,068 0,222
37 0,290 (.627 0,103

Basgando-se na Tabela 4.22, verifica-se que os rendimentos das reages aglicar-
alcool (Yp/s maximo, que teoricamente é 0,51 1). ndo ultrapassam 0,35:(cerca de 68% do
valor tedrico). Valores de Yp/s citados pela literatura situam-se na faixa de 90% do méximo

1e0r1co.

Verifica-se que a temperatura afeta os valores de Yp/s, Yx/s ¢ Yx/p, e que estes
valores, no ambito geral, diminuem com o aumento da temperatura, apesar de se verificar
um valor discrepante a 34°C. Funcdes lineares foram propostas para descrever o
comportamento de Yp/s ¢ YX/s com a temperatura. Os valores de Y x/p apresentados sdo

constantes ¢ iguais a 0,216 numa faixa de 28°C a 34°C. Os resultados sio mostrados a

SEgUIY;
Yp/s=-0,0033 T+0,4124 [4.24]
R* = 0,99
Yx/s = -0,0048 T+0.2127 {4.25]
R?=0,70

A variagdo da concentragdo de acticar com o tempo (dS/dt) e a variagio da
concentragdo de dlcool com o tempo (dP/dt), podem ser relacionadas com a variacio da
massa celular com o tempo (dX/dt) de acordo com as equagdes:

dS/dt = ~(1/Y ) dX/dt [4.26]

dP/dt = (1/Y,,)dX/dt [4.27]
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As equagdes [2.3], [4.26], [4.27], quando integradas numericaments, fornecem a

concentracio das espécies em fungio do tempo.

Ot = py X [4.28]
Kooy = X; + (t - 1) dX/dt] [4.29]
Sicr = S (1Y)t - £) d3/dt] [4.30]
Pit = P+ (1/Y ) (i1 - £)) X/t [4.31]

Os resultados experimentais de concentracfio de agucar, alcool e células, foram

comparados com o0s valores obtidos por simulagdo das equagdes 4.29 a 4.31. Adotando-se o

modelo de crescimento especifico (1) da equagiio 2.18 e os dados das Tabelas 4.21 e 4.22.

As Figuras 4.26 a 4.29 apresentam os resultados dos ajustes.
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Figura 4.26 Comparagao entre 0s resultados experimentais a 28°C e 0s resultados obtidos

por simulagao.

A Figura 4.26 apresenta 0s resultados obtidos da simulagdo e os dados experimentais
do sistema em batelada a 28°C. As concentragdes de células, alcool e agicar sao bem
estimadas pelo modelo teérico, porém verifica-se que a partir de 20 horas a concentragdo de
acucar ¢ subestimada pelo modelo cinético tedrico ou as concentragoes de aglicar medidas
foram superestimadas, uma vez que O melago é um meio bastante complexo com a
possibilidade de haver algum componente redutor que interfira no resultado quando a

concentragdo de aguicar € da mesma ordem de grandeza da substancia interferente.

76



200 T

180 }
' o
160 + \ SR
g ‘ X teorico
140 l § teorico
o ‘ P tedrico
120 ‘ O CELULAS
5 | 0 AQUCAR |
2 100 o) ,.-'\LC(J()L_!
£ | :
5 80
3
3 \
) + ;
6l .O o 5 O
40 | g ©
20 | 0
= . i W - 3]
Ua - 8 : | | — | cl) | | 2
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
_IU 1

Tempoih)

Figura 4.27 Comparagdo entre os resultados experimentais a 31°C e os resultados obtidos

por simulagao.

A figura 4.27 compara os valores obtidos da fermentagdo em batelada conduzida a 31
°C com resultados previstos teoricamente. Os resultados da concentragdo de agucar nas

primeiras 15 horas de ensaio, sdo subestimados pelo modelo.

Verifica-se que o modelo tedrico descreve o processo de fermentagao alcoolica e que

a concentragdo de agucar no final do ensaio € superior ao valor estimado pelo modelo

teorico.
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Figura 4.28 Comparacdo entre os resultados experimentais a 34°C e os resultados obtidos

por simulagao.

Observando-se a Figura 4.28, verifica-se que o modelo cinético, apesar de descrever

bem o comportamento da concentragdo de agucar e concentragdao celular, ndo conseguiu

descrever bem o comportamento da concentragdo alcoolica, subestimando os valores.
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Figura 4.29 Comparagao entre os resultados experimentais a 37°C e os resultados obtidos

por simulagao.

Observando-se a Figura 4.29, que descreve o comportamento do sistema em batelada
a 37 °C, verifica-se que o modelo descreve bem o comportamento da concentragdo celular

mas os valores de concentragdo de agucar e alcool oscilam em torno dos valores previstos

teoricamente.
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5 - CONCLUSOES

- Os diferentes valores de Xm encontrados em cada experimento retratam a
capacidade do sistema de filtragdo e as condigdes operacionais. Xm independe da

temperatura e o valor médio encontrado foi igual a 63,8 gL,

- Verificou-se que os valores de Pm, Yp/s e Yx/s, ao contrario de Xm, foram
extremamente sensiveis a temperatura. Modelos lineares foram propostos para descrever o
comportamento de Pm, Yp/s e YX/s com a temperatura.

Pm = - 9.8973T + 403,65 de 28 °C a 37°C.

Yp/s =-0,0033T + 0,4124 de 28°C a 37°C.

Yx/s = - 0,0048T + 0,2127 de 28°C a 37°C.

- O modelo cinético proposto por Lee et alii(1983) foi o que melhor descreveu o

processo de fermentagdo alcoolica no intervalo de temperatura de 28°C a 37°C:

_ S q Py X 2.18
p—ﬁM5+&u &)u =) [2.18]
em que, Pm = - 9,8973T + 403,65

Xm = 63,8 g.L"
n=2
m=4

¢ os valores de pn, e K em fungdo da temperatura, foram estimados por ALVES

(1996).
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6 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Ampliar a capacidade do sistema de filtragio, evitando-se desta forma a perda de

viabilidade celular pelo tempo de residéncia da célula no sistema,

Realizaglio de fermentagdes alcoolicas continuas usando-se meios sintéticos ao invés
de melago de cana-de-agticar esgotado para se ter um maicr controle sobre as varidveis

merentes ao meio de alimentagdo, quando estas fermentagies objetivarem a determinaciio de

parametros cinéticos.

Aplicar os processos de fermentagdio aleéolica continua com reciclo de células em
outros tipos de processos biotecnol6gicos como por exemplo cultura de células anfmais,
cultura de células vegetais, producfio de enzimas, produgdo de antibiGticos, fermentacio

acética, fermentagdo lactea, ete.

Implementagio no controle de processos fermentativos por meio de sistemas

computadorizados, como por exemplo controle das vazies de alimentagio, purga, extragio

do filirado, entre outros.
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