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A problenatica resultante da crescente escassez de
Petroleo aumentou a demanda por fontes renovaveis para producao
de energia , tendo sido proposta comd wea das alternativas , a
produgac de etanol atraveés de fermentacao.

O presents trabalhe teve come obdetivo contribuir

. : . . ~ -
ao estudo de producso o ctano! , vio fermeatacdo continue , u-

tilizande como mate: o srima a 1ata sl mandiocca intogral

que se destaca entre on omatérias amiliccas por ger i vepetal

pY

bastante difundido nos salses tronicais e cubtropicais.

.

A primeira etara do trahalho consistiu em estuder
a odoarxflpacao do amido contide ne farinha por dois métodos

. .

:rcials @ b) cultura continua de

a) utilizacao de enzi
Aspergillus usami? var. shirousamii que produz amilases.

Os ensaios de fermentacac alcoolica foram feitoe
utilizando~se Saccharomuces cerevisiae !lakken-1.

Através dos experimentos de hidrdlise enzimitica
de amido e fermentacao continua em escala de laboratéorio , fo-
ram obtidos os valores de constantes de reacao enzimatica e os

parametros cinétices e erescimento Jdos microorganismos , e pro

ducao de cnzima & de prooducao de etanol,

Ohservou- ¢ que tecnoles comente ha viabilidade de
utilizacio da mandiocs como matérd - oprina rara producan de aeta-=
nol , nodendo o aron cap Gidenliaado continuamente tanio pe-
la aplicacao de cr i comereials come pela cultura  ~ontinua

de funro.

L1l



De aeordo com as cons Gleracoes economicas reali-
zadas ¢ nas condicoct e analise , o srocesso utilizando enzi
mas comercials como asente sacarificante mostrou-se mais pro-

missor que o processo utilizando as enzimas obtidas da cultura

continia do fungo.

iv
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either using commer-iol enoymes or continuous cultivation
of funrus.

Anooverall analysis of the process .
including gconcmy , oroved rather promising for the use of
commercial enzymes than using enzymes nproduced by continuous

cultivation of futieus .,



1. INTRODUCAU

Diante da atual conjuntura retrolifera internacional e
da necessidade que ¢ Grasil tem de reduzir o problema de sangriade
divisas, decorrente das importagoes de combustivel, surgiu o Proial
cool, Programa Nacional de Alcool, em 1975, com o objetivo de am-
pliar a produgac de alcool, estimulando a implantag¢ao de novas des
tilarias.

Considerando a tecnologia agroindustrial disponivel em
nosso pais, o etanol via fermentagao aparece como uma alternativa
de matéria-prima promissora para diversos produtos ora derivados

de petroleo.

Atualmente, o sgroindistria acucareira @ a responsavel
pela producao brasileir:a de etanol para fins carburantes, indus-

triais e alimenticios, porém, quaisquer materias-primas vegetais ,
ricas em agucares, amido cu celulose, constituem fontes para produ
¢ao de etanol. Deve sor ressalvade, entretanto, que a  viabiiidade
de explorac¢ao de uma detorminada espécie vegetal para fins indus-
triais depende muito das condigoes clima-edafoldgicas reinantes na
regiao.

Um dos principsis motivos que tém incentivado a utiliza-
cao destas matérias-primas & a sua renovabilidade, ao contrario de
compostos de origem fOssil, que sao esgotaveis.

O desenvolvinento o o aproveitamento das fontes renovs-

veis depende de uma combinagao propicia de recursos naturais, tec-



noldogicos e econdomicos.

A mandioca & wna planta que se destaca entre as matérias
primas amilaceas, devido 4 facilidade de sua cultura, sendo culti-
vada em vastas extensoes no nosso vals e também em quase todos o0s

palses tropicais e subtropicais.

1.1. OBJETIVO

Neste trabalho “oi estudedo o processo de obtencao de e-
tanol a partir de farinh: de mandioca integral por fermentacio con
tinua.

Devido a naturec:za da matéria-prima, a primeira etapa do
trabalho consistiu em zstudar a sacarificacao do amido contidc na
farinha. Este estudo foi conduzido segundo duas vias. Uma fol pela
utilizagéo, em sistema continuo, de g-amilase e amiloglicosidase co
merciais. A outra foi a sacarificacao continua pelas enzimas amilo
liticas extracelulares produzidas por dspergillus usamit var. Shi-
rousamii durante a sua cultura continua.

A fermentacaco alcodlica, em cultura continua, foi condu-

zida utilizando Saccharomyces cerevisiae var. Hakken-1.

Atraves doo cxperimentos om laboratdrio e com ¢ uso de
modelos matematicos, foram obtidos os valores de constantes de rea

-]

cao enzimatica e os pawrametros cinéticos de crescimento dos micror

ganismos, de produgac da enzima e de produgac do etanol. Bascando=



se nestes parametros, slouns aspectos ccondmicos dos processos fo-

AN ]

ram analisados, através de caloulos com auxilio de computador, to-

mando-se como funcao obictiva o custo de producdo do etanol.



2. REVISAO BIBLIOGRAPICA

2.1. CONSIDERACOES SOBRE MATERIA-PRIMA

Como foi exposto também por Stupiello (75), a indGstria
alcooleira no Brasil funcionou sempre como indGstria subsidiiria '
para manter o equilibrio econdmico quando a demanda de aclcar era
menor e a sobra de cans era transformada em adlcool. Em conseqdén-
cia da crise energética cue o mundo atravessa, o panorama atual @
diferente, colocandc @ acroindiastria @lcooleira entre as mais im-
portantes, principalmentc apds a oficiatizacao do Programa Nacio-
nal do Alcool, em 1975.

Embora todo produto agricola rico em carboidratos trans-
formaveis em alcool {sacarose, glicose, amido, celulose, etc.) pPos

sa ser considerado matéria-prima para a fermentagéo alcodolica, &

imprescindivel considerar alguns pontos fundamentais, como condi-
¢oes de cultivo, custo aquisitivo, facilidade de transformagao,ren

dimento em alcool, disponibilidade durante ano, etc..
14 %y

Ainda de acordo com Stupiello (75), as matérias~-primas
que apresentam maicres possibilidades sao geralmente enquadradas

em trés grupos:
- agucaradas: melaco de cana~de-acgucar, cana—de—agﬁcar ’
50rgo sacarino {(colmo), etc.
- amilaceas ou feculentas: mandioca, milho, batata, baba

¢, 80rgo sacarino (graos)etc.



~ celuldsicas: bagago residual, sabugos, residucs de ma-
delras, palias de amendoim, etc.

0Os rendinern:

¢ obtidos por algumas destas mater ias-primas,
em litros/tonelada, sao da sequinte ordem:

melago de cana-de-aclicar 300-380 1/t

cana-de-aglcar 60~ 75 1/t

sorgo sacarino (colma) 60- 75 1/t

Sorgo sacerino (gracs) 350-400 1/t

mandioca 150-180 1/t

milho 320-380 i/t

coco de babacgu T0- 80 i/t

batata-doce 120130 1/%

Ao comparar esses dados, verifica-se que o rendimento de
alcool por unidade de miesns & substancialmente

mais elevado nas amiiliceas ou feculentas gue nas agucaradasz .

Qs valores madios de produtividade agricola e teor de car
boidrate transformivel em dlcool, para algumas matérias-primas, sao
da seguinte ordem:

Produtividade agricola Ac¢lcares totais
{(t/ha) (%)

cana-de~aclucar 6O 16
SOorgo sacarino (colmo) 25 14
mandioca 12 30
batata-dovo L 25
milho 1,4 65

coco de bubagu i 15



Na opiniao de Morais (66) e Jackson (36) a cana-de-acgli-
car e a mandioca sao matérias-primas que se complementam para fa-
bricagac de alcool, porquo a cultura de mandioca @ viavel em ter-
ras arenosas e baratas, gue nao se prestam 3 lavoura canavieira,po
dendo as duas culturas coexistir e expandir sem a interferéncia de
uma com a outra. Além disso, as unidades industriais mistas, desde

que sejam bem programadas, aumentariam o periodo de utilizacao da

5

planta industrial, reduzindo os custos de marutencao ccicse.

2.1.1. MANDIOCA COMO MATERTA-PRIMA PARA PROCESSO FERMENTATIVO

A mandioca encontra-se distyibuida em grandes drens nos
palses tropicais o subtropicais, sendo conhecida por véarias denomi
nagGes,como macaxeira, cassava, yuca, manicc e tapioca. Seu nome
cientifico @ Manihot cseulenta var. Crantz (11, 27).

De acordo com o Progndstico 77/78 da Secretaria da Agri-
cultura (63), o Brasil continua sendo o maior produtor mundial da
mandioca, embora produza basicamente para o mercado interno e a
participacao brasileira no mercado mundial seja bastante instavel,
em decorrincia da variacio no excedente exportavel e da gravosida-
de do produto brasileiro em relacio ac tailandds. As perspectivas
para as proximas safras s5ac otimistas, em virtude do incentivo na -~
ra maior ubilizacao de mondioca na fabricacio de dlcool carburan-~
te.

De uma marcira ou de outra, todas as partes desta planta



podem ser aproveitacos: como alimento . oo 1a¢ao ou industrializa

da (11, 27,

Para a Wosiero i do o tubfroulo de wandicaos, o se
guintes wa povuadon:

fdwards (073 Yang et /. (£4)

IS o
© D

Agua 65 -

o
~
bt
I
(82
W

Amido 20 - 34 25 -

{ed
()

Aclicares e gorduras 5,0 -
Gorduras - 0,3
Proteina 1,0 - 2,0 1,0
Fibras 1,0 -~ 2,0 2,0

Cinzas 0,5 - 1,0 1,7

T

Os estudos no sentido de melhoramento da cultura tém gi-
do realizadeos intensanente e algunas publicacoes relatam que zstao
sendo obtidas novas variodades que produezem tub&rculos com maior
teor de proteina e mslor rendimento de amido (36, 69).

beta planta ven desempernhanio un papel importantce doscde
0s primordios, nio s5 cowo fonte de subsistdncia para nuitos poVoSs,
mas também como matéria-prima para diversos procdutos fermentados,

Um produte de fermentagao de mandioca, tipico da Nigéria
e o "gari" (7, 21), em cujo processamento os microrganismos predo-
minantes sac Corynebact rium manihot o Geotricun candidea.

No Brasil temos a "tiquira", uma aguardente de mandioca
muito apreciada no Maranhao, cuja fabricacao pelos indigenas era

feita por processos primitivos. Hoje, uma técnica mais aperfeicoa-

~J



da & usada, reduzindec ao minimo o desenvolvimento dos microrganis-
mos indeseijaveis. 0s principais fungos identificados por Lima (41)
como responsaveis pelia sarcarificagao d¢o amido na elaboracio da "ti

quira" sao dspergiliuc o

cr, Penited Nl lwn surpurogenum ¢ Monilia

cttophtla.

tr

Além da "ticoira", temos alnda alguns alimentos  cobitidos

i1

lHoca, como "farinha-d'agua"™ e “"polvilho a-
i

pela fermentacao de nui

zedo", e bebidas alcodlicas conhecidas no Nordeste como "vicou",

0" " i M

"caissuma”, "cachiri" ¢ "voua-paia"™ (8, 48).

Com o aumento de interesse em obter alimentos mais ricos
em proteinas a partir de matérias-primas vegetais, realizaram-se
pesquisas recentes visando a obtencao de concentrados microbianos
pela fermentagao de farinha de mandioca ou utilizando os residuos
de fecularias de mandioca (18, 53, 65, 70, 32). Uma das industrias
pioneiras bem sucedidas, na Suécia, com aplicagao de recursos tec-
nologicos avancados, desonvolveu o processo Symba, um processo  de
producao de proteina microbiana com utilizacac de dois microrganis

de sacarificar o amido e o outro com al-

nmos, um com a capacids
ta velocidade especifico de crescimento. O produto final consiste

na mistura homogénea Jo ciomassa dos dois microrganismcs,

2.1.2. ALCOOL DE MANDTOCH

No Brasil, o aproveitamento da mandioca para obtengao de

alcool foi pesquisado no periodo de 1932-1945. Nesta época chega-



ram a funciopar com S, PO alauns ancs, o lgumas destilarias de

alcool de nandioca nos #:vados de Mivas Corvaie, Rio Grande Sul

%
Ie)
[ 91
()

e Sao Paulo (8, 9, ..

Ua das princpals razdos por qgue a mandioca nao tem gi-
do devidamente explorada pela indldstria atcooleira parece ter sido
O pProgresso exponenacial dossa indGstria a base de melaco de cana,
que prescinde da trabalhosa e onerosa etapa de hidrdlise de amido.

Hoje, com a necessidade premente de encontrar novas fon-
tes de energia e com o grande avanco tecnoldgico, tornou-se oportu
no um recxame desta via (e industrializacdo de mandioca.

A manufatura do dlecool a partir de mandioca conzistia em
transformar o tublrcuio em tarinha, poto processo tradicional, 5US
prender a farinha om dan o aquecer para obter uma mistura pasgtosa,
hidrolisar o amido e i inizado a glicose, pelo método acidso, fer-
mentar o destilar, wig Larmente ao processzaimento com qualguer  oy-
tro material amilice. 7). O malte de milho passou a scr emprega-

do em substituicao aus Goidos minerai s (hidrolise acida), tendo si

Lagens, Lails como Ad0-corrosic Ao equipa-

P

do constatadas muitas va,
mento e maior rendimento Jde fermentacao.

Teixeira (76) comparou alguns agentes de conversio de a-
mido em ac¢lcares Fermentesciveis, tendo conseguido os maiores ren-
dimentos em alcool quando utilizou a biomassa seca, obtida pela
fermentaqﬁo em cultura submersa de Anporgillue niger NRRI 337, como

se pode observar do sons resultados:



Agente de conversao Pendimento em alcool
(% do valor tedrico)

Acidos inorganicos 43 - 74
Malte de milho 112 706 -~ 74
Malte de cevada 7% 70 - 74

Biomassa seca 10% 80 - 85

Conforme a pesguisa realizada por Yang et al. (84),0 pro
cesso de obtengac de etanol de mandioca por fermentacao em cultura
descontinua & uma opgaa tecnicamente viavel que depende apecnas de
analise ccondmica. Foi colocado tambim que une complexo alcoolquimi
co, comparado com complero petrogquimico, necessita de um meror na-
mero de unidades satlites e oferece o possibilidade de poder ser
dimensiocnadco para supriv as necessidades de mercado de um seleto
nimero de nrodutos, asneclos esses gue parecem importantes an con-
siderar a caréncia de capital e o crescimento a taxas diferenies da
demanda dos produtos basices da indusiria petrogulmica.

Foi desenvolivido por Bianco «¢ al. (15) um processo de
conversao da mandicca cm dlcocl. Para a producao de a-amilase de
Bacillus subtilis e de amiloglicosidase de Aspergillus awamori, em
frascos de Erlenmeyer sob agitacao ¢ fermentador pequeno, respecti
vamente, ulilizaramn-se weios contendo farinha de mandioca como prin
cipal ceonstituinte. A produgao de xarope de dextrose a partir da
farinha foi conseguida mediante a aplicagao das solugoes enzimdti-

cas obtidas nas formentacoos acina roeieridas. Como agente doe  fer-
oY 7 -~

mentagao alcodlica atiiizou-se “aoc g oy s coreviciae ATCC 1133,

realizand2-se algurns onse o0s om procosuse descontinue e em ¢oabinuo.



Foi concluido pelos autares gue o procossamento global (conversao
do amido de mandioca em ¢licose, multiplicacio do fermento e produ
cao de alcool por fermsoniigio continua) apresentou resultados sa-
tisfatorios, preenchende s expectativas alimentadas quanto i uti-
lizagao da mandioca para produgido de lcool de boa qualidade, en
condigoes nossivelmente competitivas com fabrico de dlcool de ca-
na-de-acucar.

Para a Nordon, indastrias Metalicas (63), a mandioca & a
Unica matéria-prima qus permitirda sejam atingidas as metas do Pro-
alcool. O processo continuo de destilarias autdnomas apresentado
pela empresa @ muito interessante teoricamente.

Sua instalacao & bivalente, isto &, pode ser usada com
cana-de-ac¢lUcar, bastando climinar os estagios iniciais correspon-
dentes até a sacarificacao da mandioca, que sao responsaveis pelo
aumento de custos da iastalagao de 30 o 40%,

O processo envolve a industrializagao de fécula de mandi
oca pelo método convercicnal associada « umz fermentacdo alccllica

tipo Melle-Boinot, ura wrdade de destilacas de multiestigios e um

processo ¢ tratamento de residuos, combinados num sistema conti-
nuo e automatizado.

bm seqléncia o obtengao da ficula, o cozimento & reeliza
do em dois estagios, aitu e baixa pressao a 1409C, e a hidrolise
que & considerada o "calcanhar-de-Adquiles” da tecnologia do alcool
de mandioca & efetuada por processos enzimaticos.

‘uanto a ctapa 1rinal, o processo prevé duas alternativas:

concentrar a vinhaga para obter um produto com alto teor de protel



nas, ou incorporar mais w sistema Ternentacivo para gerar mnctano

combustival que podoris ooorin em warbe as necessidades da

instalacgac.

SUA PRODUCAD 1 APLICACAO

o

Asoenzimas padon ser definidas como catalisadores organi

Cos que ativam as rcacocs biogquimicas, sendo de suma importancia
nas indastrias de fermentacio, pois todos og processos fermentati-
vos sao regidos pelas atividades enzimiticas dos microrganismos (12,
54, 81).

O malte de cevada e farelo fingico ("mold bran") zao os

exemplos mais antigos roegistrados como agentes de conversao dae ami

A28 alcoolicas,

do nas indOstrias de o

Sale=mgo ape corbos mjeroragarioass prodacem dezonas de en
zimas de awplicacac ivlustoial, sondo weiios dales cultivados o suas

enzimas vuriiicadas enconcram aplice

,.

Accmalidade o oantidads colativa on obzoluta dos o enzie
mas produzidas pelcs wicrorganismes varia multo entre as  cspécies
e mesmo entre as linhagons da mesma copécie, podendoa producao ser
melhorada com alteragoces de meio de cultura, condigdes de cultivo
e nutagoes genéticas.

As enzimas amiloliticas de origem flngica, que sao mui-
tas, sao quase todas extracelulares e sao marcantemente especifi-

cas para cada substrato.

}._A
N



A g-amilase cus ataca as ligacoes glicosidicas a-1l,4 in-

ternas das moléculas de smido causa sua solubilizagao e reducio de

viscosidade, formando doxtrinas e agicares redutores.
Logramilase roaee as ligacoes glicosidicas a=1,4, sempre

a partir deas extremidadcs n3o-reduboras, com a formagao de maltose.

N,

A glicoamitas | que & raofer da por alguns autcres como

maltase firgica, ton .o

25 oglicosidicas g~1,4 das

dextrinas ¢ maltose, —onver olicose. Atualmente, a deno

minacao amiloglicosidaee o preferida.
Asodsoamiiones 520 agquelas cuoe compem as ligagoes glico-

-

sidicas g-1,6 contidas nas dextrinas-iimite, como por exenplo a i-

somaltase e amilo-1,6-¢ osidase.

I interessante lembrar que as enzimas com © mesmo nome,
porém obtidas de linhagens distintas de microrganismos, apresentam
na maioria s vezes propriedades diferentes.

Originalmente, uma pratica comum nos paises orientais, e
ra o uso Jdooarroz Lratado com vapor como meio de cultura, onde o]
fungo se desenvolviia ¢ produzia as envimas amiloliticas - Lrocaesso

¥ il

"koji", crocesso "anyio’ ¢ processo amy io-lkoji".

Na Buropz, ouabrog ceveails oo.oe usicos na forma e Carelo,

principalmente o farodo de Arioro, come oae co Geoenlbura fooia aermen

o - s o . . . i~ yos = “ s oyem Y Pl e ey e - TR TN
tagao em suparficic. O processo era coepode "bran" e ~aduto,

-~
~

"mold bran” (farelo  Sagico).
Pstes procosaon, modificados o aperieicoados, sao  ainda

hoje ampliamente uti iv.wics pelas indUsirias

Tendo obtido bons resultados peios métodos de cultura



submersa do fungos in oroducao de antibidticos, processos simila-

res tém sido desenvolvides para obter tais enzimas (58, 59, 74).

<.
3
h

boaprecidaved o nlimero de nrocessos onde as enzimas amilo

acr aplicadas, cowo na cbtengido de xarope, na pa-
nificacac, nas indiis: las téxceis, ot .. o maior aplicacac & como

agente saoarifican.o s natérias-pe i aniliceas para Eormunta-

cao alcodlica.

Umb dos Coaia oo siona toonacarificacao de pa-
ra fermentagac aleoniics om oscaio fniustyial £oi desenvoivido por
Underkoflcr ot al. (50}, sogundo os quaise o Adspergillus orysae foi
consideradoe o microrganimo mais adognado para produzir as enzimas
amiloliticas pelo processo "bran”. O reondimento médio em alcool ob
tido com "meld bran' foi aproximadamente 8% mais alto que © obtide
com malte. Analisando o aspecto econdmico, conclulram que a produ-
cao de alcool industrial com o uso de "mold bran" & definitivamen-
te mais vantajosa que com o malte.

Fukimbara of¢ /. (30) fizeram o estudo com batata-doce e vé
rias linhagens de AspovyZilus e chegaram 3 conclusio de Jque existe

.

uma correlagao entre & eficiéneia da fermentacao alcodlica e aguan
tidade de agucares reduteres obtidos pela acio de agentes sacarifi

antes.

¢

9]

Pe acorde con s citagoes de Underkofler (81), Corman e

Tsuchiya confirmaram ue o rendimento om 1icool a partir qraos
tratados com amilases [Qugicas estd positivamente corcelacionado
com o teor de maltas:, d-ade que haja quantidade adequada Jde w-ami

lase. Pan ¢t al. conciualram que a velocidade de fermentacac depen-
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de da velocidade de hids&ii

com a atividade de maltase

da e pouco relacicnads com

te. No trabalho realizao

fol encontrads

cao direta

dade abscluta de cados vina
';.'?” Y} rH ,v .'.“_’,ﬂ'?.].f (W 0 f“ i

LU

mentou pronarciona lne g o

aconteceu soun o

(BRGNS

constante de velocrdade Jdo

de Op dissolvido/min.abtu. il

intensidade de aevacao

de —amilase foi consegu

maxima de enzima

valores de Kd, de 15%107"

Alkawa ¢¢

tencentes ao grupo "amvlo"

nhagens que sao fortemente amiloliticas

por
para o

das

Ootrabalne dosemn
cqwamced, em fermorianas

SN O

durante
ida

sacarogéinica foi

-

5¢ que, por sua vez, esta relacionada

contida na enzima amilolitica adiciona-

e—amilase ou hidrolase de dextrina-limi

Pool ¢ OUnderkofler, nenhuma correla-

rendimento em adlcool com a quanti

enzimas omiloliticas produzidas por

cor Fasinbara

(29) com Sopergil

submerse on Jlescontinue, @ biomassa au

~ i

ISERAIEINS DR SR SRS KN [L ‘fl , as O oS Nao

sacarcgénics . Poi tomado o valor de Kd,
dissclugoeu do oxigdnio no meio (g mol

de meio}, oo varametro expressivo da

cada fermentacao; a producdo maxima

. P -7 ~
com Kd proximo a 30x10 e a producao

conseguida numa faixa larga de

a 45x10°

testaram 98 linhagens de fungos per

1i

(género Rhyzcpus), concluindo que as
g 7 7

em fermentacao submersa

a0 as mesmas que produzem mais amilases em fermentacao em superfi

cie. Diferentes meics de

de amilases produzidas por

U fator nuito

idade dos asporos utilis:

Foi observado que ewxiste

cultura

cada

levaram a nroporcoes diferentes
i L

Linhagem.

waportante apontado neste trabaliho foi a
dos como indoulio da foermentacac sukmersa.
nma faixe etiria Htima dos esporos para



serem transieridos do moeio 301ido para meio ligquido e, fura dessa
faixa, resulta em producio baixa o ainilases durante a fermenta-
cao.

Okazaki ¢t /. (55) concluiram gue a fermentacgao descon-
tinua com sdepergiiinc o oop UZ0=-2-5 pode ser considerada constitul
da de duas fases distintas: inicialmente, a fase de proliferacao e
posteriormente, a [ono o produgac de glicoamilase. A velocidade
especifica de cresciments na primeira fase & correlacionada com  a

concentracas de adenina, seguindo a eguacio de Monod. Na segunda

fase, a producaoc da onsira & acelerade pelos compostos do Jrupo
guanina. Sendo wn cromeio tipico de formentacac do tipo sintese

preferencial, vela classificacao de Monod, apresentaria vantagens
em fermentagao contlnu: com muliicscl o, onde cada estigic recebe
ria controie adequacn jwica a fase corscsnondente.

OQuante ao wicoon da idade do ori-cultura em exeerimentos
de fermentacao descoeatinua, Observou-.so que a velocidade espoecifi-
ca de proedugao da enzima estd corrclacionada com o teor de adenina
consumidi durante o prd-cultura (56). Assinm, esquematizcou-se a fer
mentagao continua cow trds estagios: o primeiro correspondendo ao
crescimentc, o segundo a producao de glicoamilase e o terceiro ao
aproveitamento de atividade produtiva remanescente, fazendo fluir
neste ultimo uma solucac de adenina.

O modelo cinético para processo de produgaoc de a-amilase
por Baciilug subtilis, =»m fermentacao descontinua, foi apresentado
assumindo que a causa Jdo fendmeno de sintese preferencial de a—ami

lase bacteriana serizc a alta estabilidade de mRNA (38).



Com a utili-a

20 de varias enzimas parcialmente purifica
das, durante a preparacao de infusiao de arroz, para a producio de

sake, © seqguinte resultado foi obtido por Mivoshi et al. (47)

Correlagac posstiva: aleool va gliccamilase
Tetriun ve o lase

altroginio total ve glicoamiiass
aguearss totais vs protease bcida

correlacac nogotiva: dextrira vs glicoamilase

Sem correlacao: alcool vs a-amilase

()

Quando o fungo submetido a fermentacao submersa, a for
ma de crescimento pode varviar desde filamentosa até "pellets", com
formas intermediirias cono floculosa ¢ granular (83). Na forma fi-
lamentosa as hifas fisom dispersas no meio de cultura ecs "pelletg"

consistem d massas e i Cas aglomeradas

Lo ey
A velocidade G crescimento Jdos "pellets"” é mais lenta

do que dag¢ formas Fitamentos:

porine nos primeiros ha menor con-
tato do microrganicms con o cxigenio dissolvido no meio.
Ba0 varios oe L atoros que provscian a peletizaciao: conge-

tituigao gondrica o i roraani swes, condicoces ambientaiz, como pH,

agitacao o viscosid e, CORMPOSICAO do wmoio de cultura, tamanho do

indculo ¢ fatores fisicos, como forma, tamaanho e construcac do fer

mentador .
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Algumas fermeotacoes, como o vrodugao de acido citrico,
sao favorecidas polo o bizacas ¢ oas coleas, como a producac  de
peniciling, sao projudic las.

Na produgao Co dextrose om cocala industrial, tem-se ob-
servado com fregdéncia que ha persistincia de substancias turvas e
pastosas no liquido sacarificado, acarretando baixo rendimento de
hidrolise do amide ¢owi o-~amilase bacteriana e glicoamilase. Os tra
balhos realizados no lahoratdrio da Companhia Nagasse, Japao (39),
confirmaram que esse wmolorial & constitluido do particulas insola-
veis de amido ¢ @ formado durante o tratamento térmico da suspen-—
Sa0 no processo do Uiquefagao. A quantidade dessas particulas foi
maior quando se procossou 3 liquefagac a temperaturas relativamen-—

te baixas (+689C) ou por aguecimento gradalivo da suspensao ¢ foi

reduzida e minime quando se procasson a4 88-90°C por aquecimento
instantanco, ou com Co conenbo tormic. Lrvio, a temperaturss al-
tas de 126-130°C, w00 1ressio duranh - 20 minabos (74)

Joloobservade coarbin que o sTvel minimo de particulas in
soluveis apraesentade ducnte o tratamento enzimatico depende da
fonte de exiracao do smido. Com a fécula de batata-doce foi obtido
o0 minime de particulas insoliveis, oscilando entre 20 e 30mg por
100g de fécula. Com o amide de milho, esse valor foi 9 vezes maior,
isto e, aproximadamente 250mg/100g de amido.

Park et a7. (57) estudaram o cfeito da concentracao das
enzimas, a-amilase o ami loglicosidase e do tempo e temperatura de

sacarificacao, com condicdes fixas de liquefacao, no processo de

produgao de ¥arope de glicose a partir do amido de mandicca pelomé

16
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todo enzima-enzima. Conclairam que, para se obter uma conversao sa
tisfatoria, sao necessarias, no minimo, 1.500 unidades SKB de g-a-

milase dc Asperglilus i sor NRRL 3122 por 500g de amido e 70 unida

des AU de amiloglicosidase de Baeil luc subtilis NRRL B-941,

A atividade da y-amilase *Hpressa em unidade SKR, defini
da inicialmente por sSandstendt, Kneen o Blish, & a quantidade de
enzima nccessaria para dextrinizar tg de umido soltvel em uam: hora,
sob as condicoes de aniise (12).

A anidade G4 ol loglicosidase AU o A quantidade ¢ onzi-
ma necescaria para producir lg de glicose om uma hora, qguando incu

bada com uma solucao :dc amido solfive L a 600C e pH 4,0 (57).
Y L

2.3. FERMENTACAO ALCOOLICA

A fermentagao alcodlica de aclicares fermentesciveis na
presenca de leveduras obodece a4 ordem sequencial de reacoes metabd
licas da via Embden-Meverhof-Parnas (31, 33, 42, 74).

O fendmeno couwo um todo pode ser representado pela equa-~

gao de Gav-lussac, quc .rve de basc para caleulos de eficicneias

Coll1 206 v em> 20,1101 1 200,

1

Na realidade, nd ainda desprondimento de calor o forma-

¢ao de peqguena quan: Tda . do produtos sccundirios, como glicerol,

|

cido succinico, ocide Parico, ete. .
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Ol:iserva-se nn Itteratura a falta de uniformidacie para ex
pPressar ¢ rendimento dn Termentacao alcodlica. As definigées, de a

cordo con Stark (745, o

a) Eficiércia da fermontecao (2)

alcool ruolmente P2

: — X 100
alcool teoricancnte produzido dos aclcares
fermentesciveis totais

b) Eficidncia da plariia ()

élcqol_£§§imgnteﬁyr9§pzido

—— x 100
alcool teoricamente produzido dos carboi-
dratos totais utilizados

Esta € a cvpressio mais CHpPrenada nos processos qre uti-

C) Rendimenio em 3]

volume de &ic ‘minada concentracao

unidade padrao de lateria-prima processada

Usualmente ¢ expresso na literatura internacional em ga-

loes/bushel.

Pela estequicnetria, partindo de 1 mol de glicose, 51,1%



seria transformadoe o 1 cocl e 48,9% om dioxzido de carbono. A pro-

77 usualments considerada como 95% do alco-

ducao tedrica de 7
ol esperado com basc no  transformegao quimica de agucar a alcool,
assumindo que o 5% rostonte de aguear destina-se ao crescimento ce
lular e¢ produtos scoundarios (33, 74;.

Muitos sao os fatores gue exercem efeito significante so
bre o romdimento ou o+ oo cidneia da formentacao: a gqualidade da ma
téria-prima, as condicoos fisioldgicas do indculo e fatores ambien
tais,como pi, nivel i1nicial de contawinantes, temperatura, concen-
tracao do sabstrato nc mosto, composigao nutricional do mosto e
concentragaa do alceoo!l produzide.

Burante o formentacio aleodlica, distinguem-se trés  fa-
ses (42), ambora nao oossan sor cusiabe lecidos, com rigidez, os li-
mites deo soparagéo, cotve eles: o a Paze oveliminar que so o caracteri
za por nultiplicacge s oo folar intensa; o fase tumaltuosa, caja ca-
racterictica & a clevacoo de tempovaturs com o intenso desprendi-
mento de didxido de curbono e conseqiente agitacao do mosto e a fa
se complenentar que so caracteriza pela diminuicao da intonsidade
de desprendimento de didzido de carbono e calor, obtendo-se o vi-
nho com um teor minimo de agicares fermentesciveis.

Os principais tipos de processos de fermentagao alcodli-~

ca industrial sao:

a) Sistema de cortes - divisao do vinho da primeira fermentaqéo em
dois recipientes, cowpletando-se com moste fresco para subsegiiente

fermentacao.



b) Sistema de reaproveitamento do indculo - obtengao do pé-de-cuba
decantado, retirando o liquido fermentado e realimentando o fermen

tador com novoe mosto.

c) Sistema usando cultura pura - sistoma classico de fermentagao
que segue todas as ebtapas, partindo de tubo de cultura pura até as

dornas de fermentagad.

d) Sistema de recupcrocac de leveduras - contrifugagao de todo o vi
nho, onde s¢ separa o .ui se denpomina leite ou creme de leveduras
e que constitui de 10 a 20% do volume total. As celulas recupera-
das sao tratadas com acido sulfurico ¢ reaproveitadas numa nova
fermentacgao.

Este (1ltimo sistema @ o chamado processo Melle-Boinot e
& 0 mais comumente usado no Brasil (35). Quando bem controlado, &
o processo que oferece maior rendimento pelo fato de se minimizar
o consumo de acglcar para producao celular. Entretanto, apds varias
fermentaqaes sucessivas, muitas substancias presentes nas matériag
primas ou formadas durante a propria fermentacao podem agir como i
nibidoras do metaboliswo das leveduras om uondigBes anaerObicas ,
causandc fermentacoss lncompletas, loagas 2 de menor rendimento.

Um ponto do processo que requer malores cuidados operaci
onais & o fase f£inal! do lermentacac. Nao & convenilente aguacsdar  a
paralisecao total da feirmentacao na dorna para bombear o vinho ao
decantador e, subsectont mente, a caiwa de nivel, pois neste perio

do finai as condicdes so tornam mais adversas as células, devido a



presenca dos produton sy Cheices acimt mencionados.  Além
dessa consideragiac, o ooraca do vinho, o egpora da centrifucagao, e
um convite &s contamingaooos, entre as guais se destaca a acética.

e) Outro processo ¢u: tvouita em readinentos altos e o de dois es-
tagios, descrito por liiidebrant e Lrb (33). bBasela-se no reaprovei
tamento dos agucares romanescentes na vinhaca, que sao hidrolisa-
dos durante a destilacdo o transformados em aglicares fermentesci-
veis. Lstes acucarcs sco utilizados pela levedura, no primeliro es-
tagio, sob condig¢oes idcais de aeragao ¢ agitagao para multiplica-
¢do celular. No segundo estagio, a fermentacao alcodolica e efetua-

da sob condicoes anaertbicas, com adicao de mosto novo.

U cuidadoe comum indispensavel em todos os processos e o
que diz respeito a tolerancia ao 2lcocl pela levedura, a caracte-

ristica mais importanie ¢o cada linbeeyom. 0o taxa de  formentagao

que & afetada pela uonccntragéc de aicool {(7i4).

Trabalhos recentes tém procurado desenvolver a tecaolo-
gia de fermentacac continua e, paralelamente, descobrir ou conse-
guir, através de mutagocs, as leveduras tolerantes a altas concen-
tracdes de aclcar e alcool, sem prejuizo na produgao de etanol.

Rose (67) utilizou Saccharomiyces carlsbergensis, Saccha-

romyces cerevisiae © iJcliizosaccharomyces pombe, para fermentar em

laboratorio mosto com 20 e 25% de agucares e conseguir rendimentos

Neste trabalho, foi considerado o rendimento (%) ex-



e g etoned rormace PRI
g cvtanol tecoicnrente vroduside
cecharcn; - corlebergensie 1ol testado tambfm em fer-

mentac¢ac comercial o cowparado com levedura padrao. A concentragao

de acglcar do mosto pnta o microrganismo teste foi de 23,6% e, para

O microrganismo padr.ac Lol de 12,3%, obtendo-se o rendimento de

77% com ¢ padrao ¢ 807 com o teste.

2.3.1. FERMENTAQKO CONT INUA

De acordo com Borzani (17), as primeiras referéncias so-
bre a teoria do crescimento de microrganismos em cultura continua
com um nutriente ou substrato limitante datam de 1933, quando fo-
ram concedidas as patentes de Kuffner o Kuffner na Austria,cm 1933
e de Scholler na Gra-Bretanha, em 1935, Os primeiros textos com as
ideias basicas da feruencagao continua foram publicados por Monod,
Novick ¢ Szilard, em 1930, Desde entao forsm observadas grandes e-
volugaes nas suas técnicas e, hoje, o assunto & profundamente estu
dado, encontrando-se detalhes apresentados em muitos simposios e
publicacoes (25, 44, 62, 68, 77).

Atualmente, esta opera¢ao & utilizada ndao sd como uma
ferramenta para pesquisar o comportamento dcs microrganismos, mas
também comc um processo de produgac industrial.

No Brasil, o primeiro trabalho pratico foi apresentado

por Borzani (17), onde foram obtidas conclusdes interessantes e ba



sicas, entre as quals desiacam-se as sceouintes:

a) A velocidade de repradncao da levedura e também a de fermenta-
cao sao bem maiores em wn mosto agitado do que no mosto sem agita-

cao.

b) O nimere econdmico d¢ dornas em uma fermentacao descontinua e 8
s

e 1.

e na fermentagao contim

c) Para uma mesma producio, o custo de instalacao para fermentagao
continua & cerca de 50 o €0% do custo de instalagao para fermenta-
¢ao descontinua ("classica" ou "Melle-boinot").
d) Ha possibilidade doe vidlizar mosto nao-csterilizado e efetuar
fermentacao continuc . o escala de laboratorio, com perisdo minimo
de fermenta¢ao de 11 horas e, em cccala semi~-industrial, cow perio
do médio de fermentacas e 22 horas (periodo de fermentacao = tem-
po de residéncia).

De acorde conm Borzani (19), um processo fermentativo con

tinuo compreende varias otapas:

i) inoculacao de umia dovna pelo processo usual;

ii) quando a fermernoocac nessa dorue abinge um estagio opronriado,

inicia-vo o alimentacao uinterrupta lo Loanoue com mosto novo, ao



mesmo tempoe om que, com igual vazao, retiva-se do fermentador mate

—

rial totai ou parcicimonts fermentado;

iii) algum tempo depois oo inleiada a alimentacgao, estabelece~se

z

amente.,

regime poi
Pada a iwmposscbilidade de monter constantes todos os fa-

tores quo interferciy no proc O, na prética dificilmente se atin-

ge regime pormanento.

i
i

<

Os casos mails importantes de fermentacao alcoblica, em

continuo,

a) Fermentagac sem acragano:
al) fermentacao compota em um Gnico tanque, com ou sem recircu
lacao do microrganismo;
az2) fermentagao completa em dols on nmais tanques ligados cm sé-
rie, com ou sen rociveulagac do microrganismo;
b) Ferment#:00 COm i acai:
bl) analogo a al
b2) andlogo a @i, oo aiagae o pr pnelya dorna e sem aerisoo na

sweyunda.

Oz problemas gue podem aparccer durante a execugao do

Processo sao:

26



a) Contaminacgac da cuitura - depende dos parametros cinéticos de

crescimento dos microrcanismos presentes no mosto.

b) Degencracao do micirorcanismo predutor - raramente acontece.

c) "Oscilacoes" na curva de resultados {impossibilidade de  obten-

¢cao de rogime perma wont ot gom que o sintoma tenha sido porturbado

~ problema raro toam T,

d) "Arraste” ou "lavagemt (Mwash-out”y das eclulas - gquando a va-
) o

N —~

zao especifica ou tawa de dilui

.

cao (Y & mator do que a maxima ve-

locidade especifica de crescimento do microrganismo (ym).

Diversas vantayens do processo Continuo, em relagao ao
descontinuo, podem ser spontadas: produtividade maior, produto mais
homogéneo, vossibilidade de controles automabicos, etc.

De acordo com Shichiji (71), quando as células sao par-

. b} . . - N e T .y k-4 -
cial ou totalmente rocnooradas na fermentacao contlnua, o processo

& denominzdo "re-uso recuperacao pode ser feita por centrifuga

cao ou método de Mellic-licinot e por decantacio ou método de Schol-

ler. O primeciro proacewsso & aberto, cor senaracao completa ¢ ¢ se-
gundo @ fechado, con soooracas parcial. Umn Jificuldade enorme en-
contrade na interprotacao cinética ou fisioldgica do processo  foi
causada peta falta total de homogencidade em relacao a ldade das

colulas.

Aasal et o', (10, 78) investigaram a fermentacio continua

T
2
e



de melac¢o, bhaseando-s¢ nas curvas de crescimento e fermentagao em

sistema do dois recipiconteos. Algquns resultades foram  concordantes
com aqueles obtidos por bLorzmani {(17).

cdo codicande a teoria de Adams:

O trabalthoe far Jdooe

Vv n

. AU A el

"periode de fermentacace” ou "tompo de residéncia®™ & o interva-

D
l

lo de tempo necessic o para suabstituir tode o ligquide existen-
te no recipiente

V - volume ou capacidade Gtil do recipiente

¢ — vazao constante do moesto em alimentagao

n - concentracao de levedura no mosto en fermentagao

v =~ velocidade de reprodugao da levedura

Uu estudo comparative de alguns sistemas multiest

fermentacas foi roalicals por Ueda (79) cm 1958:

a) Sistema de dois formoriadores, om osopvic, com aglitagac mecanica;

b) Sistema de quatss o olonas do2 feormoatacco, em série, ouja agita-

ovocada polo mrdoprio movimento de entrada e salda do mos

c) Sistema de acoplowciiito de gquatro tubos em U, em série, com agi-

tacao motivada pela corzonte do mosto.



.

Pomelhor reseitado ol obtido por um sistema
de um fermentador agiladoe mecanicament o e
uma capacidade de producao 18 veze
dois ferm

combinado
tubos em U,
nbadores

conseguindo
5 maioyr do que a de sistema de
goefeite ans condigoes ac Yoprmentacgao foi estudado por
Nishivam: AR ) V)@ atgunye doos oseang resultados fororm:
a) Durante o esteriii oo de meic corbondo
ficado ocorreu trossor
sidade du -

amido de mi:no sacari-
cao doeagueases Lornentescivels
ansfornicac cependeu do método de sacarificagas «
fonte de enzima sacariii

5 o a 1nten
teante.

1)

& da
A velovidade de agitacao

cao ao counsumo de ac

c) A porcert

xerccu infludncia acentuada no cresci
mento e viabilidade dos microrganismos ¢ influéncia menor em rela-

ibagem de

Leveduras

yidveis variou com a temperatura
fermentacgao, principaliccte gquando a fermentacac foi
Com 259C esse porcentual

de
d) Acima de pH 5,0 foi -

prolongada.
taminacao. Lintretanino

foli maior do gque com 30°C.

¥ )i
tengao do percentual

oservado com froagdénsia o problema de con-
g

abailxzo de 4,0 causou dificuldade na manu
leveduras viaveis.

Bose

A
e

res redutores

contidons no

) conseguiran 43¢ de etanol/10Cq de aclca
» melago, om fermentagao continua,

gquando
29



se adiciunvy uréia ¢ {fouf1io ne mosto de melago de cana. Ao substi

tuir os nutrientes tementares ooy Lgua do maceragéo de arroz, ©

o

rendimentc ol maior . d7g de ctanol,/ 0 do achecares.
Aoubibicoaco b b el o Grico, subnietido o hiaroli

SC enzimit fog, Comc st ato Dara vrodiocan de etanol e proteina

microbianu fol inves: ia oo por Cysewsk i o/ /. (22, 23). A produ-

Gao maxina de etanol o rermentacoao conbtIinga conduzida cow . ce-
revistac ATCC 4126 ocorieu com tensao e oxigénio de 0,07mm g e

10% de glicose no mosto om alimentacac.

Foi provada o praticabilidade da fermentacao continua u-
tilizando material celul®sico, embora na estimagcao do custo de pro
dugao de etanol, quase 70% do total sao relativos ao custo de mate
ria-prima.

Uma inovagao interessante apresentada foi o uso de vacuo
no processo (24). Uma bomba de vacuo foi aplicada a um recipiente

para manter pressao baixa no seu interior. Este, por sua veuz, foi

conectado ao fermentador atravées de un Lubo com dispositivo para
condensacao de vapeor que passasse por oie. Controlando a pressao

no recipiente e no fooentador, f possivel fazer com que o vapor

de etanol gerado no fermentador fosse condeasado e depositado no
recipiente. Com isso, oiiainou-se parciaimente a inibicac  causada
por alta concentracao de alcool e foram obtidos dtimos resultados,
aumentando a concentracio de glicose no mosto alimentado continua-
mente até 33,4%.

A produtividade do processo foi elevada combinando o sis

tema de vacuo com o de recirculacao de leveduras.



YJri novo tipo go fermentador langado & o chamado “rotor-
fermentador" (45), ¢ue sonsiste de ti1is partes principais: a cama-
ra de fermoentagao, o cixe vevestido com mebrana microporcosa ¢ a ca
mara de tiicragao. 4 orotacio do cixo O varifvel, sende acionado por
um motor. O nelo da caliura frosco ¢ introduzido pelo fundo do fer
mentador, o meio formoatac: que abtracessa o membrana micronorosa @

-

fittracac ¢ o sacoa celular é recida no

;

retirado pola camar. o
fermentadue. Com is=o, o ofeito 1nibitoyio causado pela nlevacao de

teor alcoGiico & paveos iionte ciimina o ¢ a cnergia neceesaria pa-

ra o crescaimanto de cowar celulas ol

2.3.2. CINETICA DA FIRM

VIACAQ

Recentemente tom crescido o interesse dos bioquimicos ,
microbiologistas e bioencenheiros em descrever seus experimentos
com modelos matematicos (5, 6, 13, 16, 37, 40, 60, 61). Usualmente
os problemas sao complexes e a sua solucao requer a ajuda do compu
tador.

Como primeivoe prasso, o problema deve ser clara e cuidado

samente analisado atravis de trabalhosz priticos. 0 segundo PaASSO

consiste em transformir os conceitos on termos matematicos o o ter

ceiro passo & a solucac das eguagoes Jdiferenciais, ou pelo mitodo

analitico, ou pelo miiodo grafico.

"Lovneabhacao

"

O termo atunalaente nac é usado com =cntido

classico original. Signiiica reacces quimicas catalisadas po:r sis-



tema de entimas que, o sua vez, sao produzidas durante o cresci-

mento de microrganis.aos (43, o3 tormes, cinética da fermenta-—

¢ao & conanente o ccidade desois e viogquimicos., 2o velo
cidades stonificant o o0 Terwentac o coper o ol 530 aquelos de cores

cimento do micrordan e L outd Tivacan substratos ¢ formuqﬁu de
produtos inais.,

Paradoxalmod o, enouanto oo Gados cindéticos sAo necessa-
rios para projetar oo isfatoriamente as fermcntagaes continuas,mul
tas inforrmacoes cinéticis sko obtidas através de culturas continu-
as.

Basicamente, as equagoes difcerenciais para o balanco de
massa, de determinado composto, em intervalo de tempo dt, sao obti
das seguindo o conceito: variacao de massa do composto no fermenta
dor = massa do composic que entra + massa do composto produzido -
massa do composto utilizsdo - massa do composto arrastado.

O problema de abstracao matenmitica em processos bioldgi-
cos reside na dificuldade de ol‘ﬂ)nx;u;{<)ahr modelos de validade ge-
ral e, portanto, na ¢ificuldade deo ex*rapclacao para processos  de
carater diferente (/&).

'

liolzberg f o', {(34) reaiis ian cxperimentos de fermenta
géo de suco de uva, o descontinuo o o continuo, com . Cirevi—
stae var. oliipsoide s o apresentaran a equacac cinética correlaci

onando a concentracac do produto alcool, P, ¢ a concentracao de cé

lula, N.

dN
dt

newax {1-0,235 (P-2,6)}  , onde

2



pmax € a wmixima ver. W aspect T e
Nao constatan o iribicao do
de alcool abaixo do g, 100ml, mas
cao foi total.
Aiba et . i utilizaram

cose e conclulram que o ofeito inibit

O microrganismo (mutants de 9.

vo. As equacoes apresent.adas foram:

T
Vo= vy GMKZP }

onde:

p — velocidade espocifi~s do crascime

NESRRNE

cerev s

cresclimento.

cresclmento com concentracao

de 6,85g/100ml a  inibi-

meio de cultura contendo gli-

orio do produto etancl sobre

-
o

T

do tipo nao-competiti

nto

bo — velocidade espacifica de crescimento quando P=0

v — velocidade especi s
v, — velocidade espoci !

e}

P - concentragao do »roduto (etanol)

S - concentragao do substrato glicose

Ks, K's - constantes 1o saturacao

Ky k2 ~ cxpoentes empliricos

Apds alguins ~onsideracdes

|9

ica de producac de etanol

ica de produgaoc de ctanol quando P=0

o reavaliagao, as equacdes



cima foram rearranjadas (Z2), obtendo-sce:

o .
B () f)
BT e e e

Ks+8

onde :

Kp, K'p ~ constantes cugricas

Observaram gue estas equagoes apresentam similitude com

as equacgoes tipicas e inibigao nao-competitiva de enzima pura <n

Nl

vitro, e, portanto, “ia possivel interpretar o significado fisio

1logico das constantos.
Be acordo com vYarovenko o/t /. (85) a quantidade de alco
ol P praduzida em tewmpo £ pode ser calculada utilizando a seguinte

equacao:

o= 0,022 a4 {1 - cxp(walt)g

onde:
a - concentracao iniciol de acieor no we o
Ky = constante do voiaon dade de vcache gque equivale & quantidade

1

de suhstrate ultivedo na anidadse do Lempo

e}

Bazua o: 0. {i4) executaram também experimentos de fer-

34



mentacao utilizando . -oooo0dle oe ATCC 4126 em meio de cultura con
tendo glicose como substrato. As equacoces obtidas foram do tipc pa

rabolico:

L

;o

IMAaK = o, e P/ Pmax)

VHEX F v 4l S0 ma )

onde:
P - valor médio de¢ concontracao do produte I obtido, quando foram
- M it . : - g - >
realizados experimentos de fermentacao continua, variando a ve
locidade especifica de crescimento, com determinada concentra-
cao de etanol P, no meio alimentado

Pmax - valor maximo de concentracao do produto P, em que as célu-

las sao ainda viaveis

Uma analise comparativa destas equagoes com as de Holz-
berg (34) e Aiba (1, 2) foi feita pelos proprios autores e con-
cluiu-se que diferentes expressdes foram obtidas, nao sd devido &
linhagem diferente de wicrorganismo usado, was também as condicoes
de experimento e ao mitodc de analise dos dazdos obtidos.

Na revisao Teita por Zincs (89), cncontrou-se uma CoOncor
dancia geral de que a cancentragﬁw de etenol causa redugao na velo
cidade de crescimento dos microrganismos. No entanto, fol observa-
do que as correlagoes desenvolvidas para caracterizar essa redugao

sao diferentes:



Redugao exponencial, scgundo Aiba:

Retangular hiperbolica, segunde Eeanberdiev:s
g ] ' C :

Linear, segundo Holzber¢ ¢ Hinshelwood:

Ao investigar o comportamento de Klebsiella (Aerobacter)
aercogenes, em quimicstato, com nitrogénio como substrato limitante
Zines (86) concluiu que o mecanismo inibitdrio do etanol sobre o
crescimento do microrganismo é complexo ¢ parece atuar na via sin-

tetica do material celular e nac na via glicolitica.



LRIAL E METODOS

U8 ensa iy peaticos foram vealizados no Laboratdrio IT

do Departamento de Voorol ogia de Fesmentacao da Faculdade do Enge-
nharia da Universid: e oo Osaka, Japio, e os calculos no Centyo de

Computagao da mesra th.verssidade.

3.1. MATERIAL

3.1.1. FARINIHA DE M ANMD IO TNTEGRATL

A farinha de mandioca integral, contendo cerca de 75% de
agucarcs tolais, o gontilmente fornecida pela Companhia Mitsui,

Osaka, Japao. A constitoicaio média de acucares totais foi de 1,5%

de aclcarcs redutores, como glicose, « 98,5% de amido.

3.1.2. REASENTES

U5 reagonto s oamlcos utilicados foram adquiridos da Com

panhia Wako Junyakao fogs dapan.

3.1.3. LNGIMAS




e-amilase (Neospitase P k), da Companhia Nagasse Ltda. ’

Japao, foi utilizad:s oo liguef

3

acao <o amido da farinha de mandio
ca integroi,
aniloglaices dase (Amyiloc tacosidose orade IT frou Khyzo=-

pueg) da Conpanhia S7cea Ctda. . SUA, Fob evd sizada para sacaritica-

cao do amido liquer:

3.1.4. MICRORGANISM O

Lepergilive woomil var. chirousamii foi escolhido entre
as seis linhagens testadas (dspergillus wusamii var. shircusamii,
Rhizopus japonicus 1079, Rhizopus javanicus 1082, Rhizopus javani-
cus 1163, Rhizopue delenie 1076 e Riinopus tonkinensic 1092), pa
ra sacarificar o amido contido na farinha de mandioca, através de
seu cultivo em continuo.

Saccharomycecs cerevisiae var. lHakken-1 foi utilizada pa-

ra fermentagao alcodlica.

3.2. METODOXR

3.2.1. METODOS ANALLYILO5

3.2.1.1. DETERMINAC

LD ACOCAR

A determinagao de aclicares redutores, como glicose, foi

38



feita pelo wmitodo de Sopoayvi-Nelson (50, 72) ¢ a de agucares to-

tais, em termos de gilicose, pelo método de fenol (26).

3.2.1.2. DETERMINACAC DI TANOL

A concentragac Jde etanol foi determinada pelo método de
difusao de Conway (49).
O rendimento e alcool foi calculado seguindo a formula:

‘ ctasol (ml/100ml) x 100
Rendimento = crannl { ml) x 10

acuicares totails iriciais (%) x 0,644

O DE MASSA CELULAR

3.2.1.3. DDTERMINAGAD

Amassa celuiler de O, cereviocar fol estimada pela densi
dade Otica a 610nm, ccm curva de calibragac correlacionada & massa
celular seca.

A massa celular de 4. wusamii fol determinada pesando a
massa celular seca, ap®s a separagao por centrifugacao e duas lava

gens com agua destilada.

3.2.1.4. DETERMINACAC DE ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade ac enzima amilo! Tiica produzida pelos fungos



foi determinada fazondo stuar iml de sobrenadante do meio fermenta
do centrifugado sobro gnl de solugao (2% de anido sollwvel en tam-

pao fosfato 10mM a pl 1,%, durante 30min a 100C., Para interromper

a atividade enzimatica, adicionou-se 1ml de NaCH 0,5N e a guantida
dade de glicose liberada ol determinada pelo método de Somcgyi-
Nelson.

Uma unidade de atividade amiltolitica foi definida como a
gquantidade de enzima capaz de hidrolisar o amido para liberar
1uymol de glicose em 1 minuto, sob as coadigoes de analise. Durante
o balango de massa, ©¢&54 unidade fol expressa em termos de g glico

se/1/h.

3.2.2. SELECAO DE MICR(}"BC}}\N.’[SI"{O PRODUTOR DI EE‘IZ"[MA AMII..QE'_"L'TTCA

0 teste das 6 linhagens de fungos, para sacarificagao de
amido, foi realizado em frascos de Brilenmeyer de 500m1, contendo
150ml de meio de cultura csterilizado, que consistiu de 5% de fari
nha de mandioca integral e 2% de (NH4)2504 e pH ajustado para 4,5.

como indculo, 0s esporos de fungo foram introduzidos pa-
ra obter um namero aproximado de 106 esporos/ml de meio.

A incubacac foi feita a 309C sob agitacdo rotatdria de
~180rpm, durante 24, 48 ¢ 72 horas.

Apds a tomada de amostras cfetuou~se a inoculagao com
103 V/V de mosto previamente preparado na pré"fermentagﬁo de S.ce-

revisiae.



A fermentacio alcodlica foi conduzida durante 72h, a 0%,

sem agitacao mecanica.

3.2.3. ESTABILIDADE DA ENZIMA AMILOLITICA PRODUZIDA POR A. ucamit,

EM PRESENGA DE ETANOL

A produgac de c¢nzima amilolitica foi feita em frascos de
Erlenmeyer de 500ml, contendo 150ml do mesnc meio utilizado em

3.2.2.. O mesmo critério de inoculagac o incebagao foil seguido.Com
50h de incubagao, analiscu-se a atividade orzimitica, adiciosou-se
etanol em concentragoss diferentes e os frascos foram fechados com
rolha de borracha e mantidos a 30°C, sob agitacao magnética, duran

te 100 horas.

3.2.4. TRATAMENTO ENZIMATICO DO AMIDO CONTIDO NA FARINHA DI?MMANDIO

CA INTEGRAL

Foli preparada a suspensao contendo 30% de farinha de man
dioca, 0,5g de Neospitase P K/100g de amido, 5mM de NaCl e Ini  de
acetato de calcio em dqua destilada. Os sals foram adicionados pa-
ra aumentar a estabilidade da enzima ao calor. O pH da SUEPEensao
foi ajustado para 6,0.

A suspensao fei submetida & liguefagao enzimatica em con

tinuo, utilizando fermentador de 2 lilros, com 1 litro de volame

e
b



de operacao, mantendo-zo o temperatura entre 85~87°9C durante o re-
gime permanente. Varioa-sce O fluxo da suspens=ao para trabalhar com
diferentes tempos de vosidéncia.

A influéncia da alteracao do tempo de residéncia fol ana
lisada pela velocidade com que a dextrina da suspensao liquefeita é

sacarificada pela agac de amiloglicosidase. As amostras de cada

o

tempo de residéncia foram centrifugadas ¢ diluidas varias vezes e
a velocidade de sacarificagao foi determinada a 300C, pela mesma

tdcnica utilizada vava a determinagac de otividade enzimatica.

3.2.5. COMPOSICAO DO_HHIO DY CULTURA CoM VIARTLIDADE PRR/A ULILILIZA-

CRO LM PROCESZSC

Objetivou-se ulilizar am meeio Ao cultura a base de fari-
nha de mandicca integral, com adicao winima de nutrientes comple-
mentares.

0

bos §

teio de cultura a base de farinha de mandioca foi pre-
parado adicionando-se apenas o sul fato de amoOnia como fonte de ni-
trogénio, que @ deficiente na farinha (G,2-0,3%). Foi comparado caon
o meio de cultura contendo amido solivel, sulfato de ambnia, extra

to de levedura e fosfato de potassio.

Composicao do meio de cultura l.a
Farinha de mandioca intearal 100g/1

(NHg) ,S04 20g/1

8
b



Composicio do meio de cultura 1.Dh
Amido solavel 100g/1
(NH4) ,SO4 20g/1
Extrato de levedura 3g/1
KlipP Oy L0, Y/
Composicao do weio de cultwa Z.oa

Farinha de mandioca intcegral sacarificada
(em termos de glicosae) 100g/1

(NHy) ,SO4 20g/1

Composicao do meio de cultura 2.b

Amido soluvel sacarificado (em termos de
glicose) 100g/1

(NHg) S04 20g/1
Extrato de levedura 3g/1

KH,PO4 10,9g/1

O pH dos meios fol ajustado para 4,5 e a esterilizacao
foi feita a 1210C durantae 15 minutos.

Para preparar o amido sacaviricado, a suspensac foi ini-
cialmente submetida & Liquefacgao pelo mitodo descrito no item 3.2.
4., com tempo de residincia de 90 minutos. Ajustando-se a pl 4,5,
adicionou~se 0,5g de amiloglicosidase/100g de amido e a sacarifica
cao se processou durants 12h a 50°C. Apds a comleta sacarificacao,
a suspensao foi filtrada a vacuo para eliminar os solidos insolt-

veis.



Com os meios l.a e 1.b, a hidrolise do amido foi feita a
traves do cultivo de 4. weamii. Intvoduziu-se inicialmente 7106 es
poros/ml de meio, incubandc-se a 30°C, sob agitacao rotatdria a
180rpm, durante 12 e¢ 18 horas. T'oi incculado entac com 10% V/V de

mosto obtidn na pré-forwentagao de . copesietac. O etanol produzi

do foi determinado i8h de fermentacio sem agitagao mecanica.
Com 0Ss moions S.a o2 2.h, os meilos esterilizados foram ino
culados com 10% V/V oo wposto obtido ne vri-ifermentagao de O, cere-

visiae. A fermentacao alcondlica realizou-se Jdurante 48 horag, a

30°0C, sem agitacao mocanica.

3.2.6. MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS NO DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL

.2.6.1. MEIO DE CULTURA UTILIZADO NA PRE~-FERMENTACAO, PARA PREPA-

W

RAR INOCUIU DE oL Cerevietac

Componente g/1

Glicoso 50
(NH4 ) 5 SO4 5
KHgPO4 10,9

Extrato de levedura L

RMENTACH L0 CONTINUA COM (. oee 2D ’/, ."Laé’




N e 3 N T, ~ A o _f:,:\ et s ‘j;.‘,‘ ~ t-t' 4 oy ¢ v h D —
o meio de cultwura para fermentagoou contlnua com 5. cere

visiae consistiu de fariaha de mandioca sacarificada, filtrada e

esterilizada. A sclugao de sulfato de amonia, esterilizada separa-
damente, foi adicionada, obtendo-se a cumposigéo final do meio com
10g de aclcares redutores, como glicose e 5g de sulfato de amOnia/

1. Ajustou~se a pH 4,5.

3.2.6.3. MEIC DE CULTQf‘MPARA~OBTE¥g§Q_DE WSPOROS DE A. acamit

ot utilizado o meio de batatoa-dexlrose-agar:

Componenta 5/ 1

Extrato de batata
(200g batata/1l ague coxidaa e filtvadd

(3]
jo»]

Glicose

i
(92]

Agar

nH 4,5

3.2.6.4. METO DE CULTURA PARA PRE-FERMENTACAO DE A. usamit

O indculo para cultura continua de A. usamit fol prepara
do semeando 0OS eSporos (107—108 esporos/ml) no seguinte neio: fari
nha de mandioca sacarificada diluida para 20t2g de aglcares reduto
res, como glicose/1 de meio, adicionando-se-lhe 8g de sulfeto de a

ménia. pH 4,5.



3.2.6.5. METO DE CUULTURA PARA CULTURA CCGNVINUA DE A. wusamiti

Dois diferentes meios de cultura foram utilizados para a

cultura continua de A. wusamii.

Meio A - Farinha de mandioca sacarificada. Apds filtracao, o fil-
trado da suspensiao de farinha de mandioca sacarificada foi
diluido e esterilizado, adicionando-se-lhe solucgao de sul
fato de amdnia esterilizada separadamente, obtendo-se o}

meio de cultura contendo 6,4:0,2a de aclUcares rcdutores e

1

2,5g de sulfato de amdnia/litso.

Meio B - Parinha de mundioca cozida. » suspensao de farinha de man
dioca inteqgraj foi submetida o cocgao até ebulicaoc. Para
eliminar o material fibroso da suspensao cozida,passou-se
por uma pencira; a concentracao desejada de agucarcs to-
tais fol censeguida pela diluig¢aoc com agua destilada. A a
dicao de sulfato de amdnia foi feita da mesma maneira co-

mo na preparacaoc do meio A.

Fm ambos os meios o pH foi ajustado para 4,5,

3.2.7. CULTURA CONTT

3.2.7.1. 8. ceravioloao

Os exXperimentos de fermanta o0 continua com O, crevoiae

s
AN



foram feitos em um fermontador convencional de 2 litros de capaci-
dade, com 1 litro de volume de operagao, ajustando-se a tcmperatu-
ra e o controle de pil a 30° e 4,5, respectivamente. A agitacao
foi de 200rpm e para manter a pressao poesitiva no interior do fer-
mentador, sob anaerobiose, gas de nitrogénio foi introduzido numa
taxa constante de 0,lvvm. A pré-fermentacao se realizou em aproxi-
madamente 18 a 24 horas ¢ mais 18 a 24 horas foram necessarias pa-
ra cultura descontinua antes de comegar a fermentacgio continua,Cui
dadosamente, a velocidade de alimentacao foi mantida constante em
cada valor de taxa de diluigao, tomancdo-se 5 a 6 amostras com in-
tervalos de 4 horas para confirmar © regime permanente.

O efeito inibitdorio do etanol sobre o crescimento da le-
vedura e produgao de =tanol foi investigado adicionando quantida-
des determinadas de ctancl ao meio estéril de alimentacio, durante
os experimentos de formentacao continua. A quantidade de ctano’ o
duzido foi determinada pela diferenga de concentracao de etancl no

meio fermentado e no meio em alimentacao.

3.2.7.2. A. usamit

O indculo de 4. usamii fol preparado em frascos de Erlen
meyer, incubando-se no acitador rotatdrio a 30°9C, durante aproxima
damente 30 horas, apds introdugao de grande concentracido de espo-
ros (107-108 esporos,/mli.

A cultura concirua de 4. woamss iniciou-se apos 42-55 ho

ras de cultivo descontinuo, num ferwmentador semelhante agquelic uti-

17



lizado com . cercvisiac. A taxa de aeragao aplicada foi de lvvm e
a temperatura e plH foram mantidos a 30°C e 4,5, respectivamante.

Geralmente a cultura continua de microrganismc filamento
so em escaia de laboraztirio & dificultada devido & aderéncia na pa
rede e a existénecia de acessdrios, possibiliitando a formacao ¢z mas
sas compactas de filawentos. Este fato cause erros aprec:aveis na
determinagaoc de concentracao celular e também torna impossivel — a
obtencao de regime permanente.

A dificuldade foi contornada utilizando fermentador de
vidro, de parede lisa, introduzindo nc interior apenas a barra de
agitacao magnética e eletrodo de pH. O sistema de transferéncia de
calor foi um banho-maria ¢ a drenagem do meio fermentado fol inter
mitente ao invés de continua, através de uma bomba peristaltica co
nectada a um temporizador controlado para acionar a bomba sempre
que o volume do meio dentro do fermentador chegasse a 30-40ml aci-
ma do volume uUtil estakecliecido (2 a Zb5mnm).

Para cada velocidade especifica de crescimento, o regime

I

permanente foil confirmedc analisando 5 a ¢ amostras com intervalos

de 10 a 12 horas.

3.2.8. METODOS MATEMATTICOS

3.2.8.1. MODELO MATEMATICO

A. Processo de fermentacao continua em um estigio, utilizando enzi

48



mas amiloliticas comerciais, cujo fluxograma estd mostrado na

Fig. 1.

Considerando-se¢ o fermentador com agitagao continua e cal
culando-se a quantidade de amido no meio pela diferenga entre acon
centracao de acglcares totais e de agucares redutores, as seguintes
expressoes para balango de massa no fermentador foram obtidas:

Em relacgao a concentracac de amido S:

T

=D (&, - 8) - for' (1)

onde:

D - taxa de diluicao, definida como a taxa de alimentagao do meio
pelo volume de opeiracio

So - concentracao de amido no meio em alimentacgao

fo - fator de conversao amido-glicose, igual a 0,9

r' - velocidade de sacarificagao por amiloglicosidase

A velocidade de sacarificacio & expressa como funcao da

concentracao de amido, de acordo com a eguagao de Michaelis-Menten:

r' s

P | m ”

r T NI S (2)
(K 1 9)

onde,

r'p - méxina velcocidals cspocifics o sacarificagao por omileglico



sidase
E' - concentragao de amiloglicosidase
de

K'ym - constante Michaelis-Menten

Em relacao a concentragao de glicose G:

aG . - . My
—— = 4+ DG, - - (o= 4 me) X
St r DAE G) (YGS ng) Xg

onde,

Go - concentragao de glicose no meio de alimentacao
Hg T velocidade especifica de crescimento de 5. cerevisiac
Ysg — coeficiente de rendimento relativo ao crescimento de

vrsiac

mg - coeficiente de manutengao de 5. cerevisiae

(3)

S cere

O terceiro terno da equagao (3) corresponde a velocidade

especifica de consumo de glicose por J. cerevisiae, conforme a e-
quacgao:
L= + X 4
Vg (m g (4)
ou
m,
1 - Lo, 5 (4+)
Yo .
apS [BP) He
onde,
Yaps - coeficiente do rendimento aparente relativo ao crescimento
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de S. cereviasiuc

i

Para a concentragcao de odlulas de O coreolalae X

'
dXg
— = ughg - DXg (5)
at SIS

onde,

Hg T velocidade especilica de crescimento de O, cerevisiae o fun-
gao da concentraceo de glicose, (0 acorao Com a equdagio de
Monod :

u' G
ms
o = R (6)
h K o+ G
S5

onde,

“'mS - maxima velocidade especifica de crescimento de S.cerewvisiae
sob influéncia de alta concentracao de etanol

K g — constante de saturagao

Para a concentragao do etanol P:

dp _ .

3t — = "¢Xg - DP (7)
onde,
g - velocidade especifica de produgao de ctanol e também funcao

da concentracao de glicose, de acordo com a equacac de Monod:
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1 G

T = =S - (8)
2 K' (o b0
onde,
ﬂ'ms - maxima velocidadce especifica de vroducido de etanol, sob a
influénecia de alte concentracic de etanol
K' o — constante de saturagao

Quando se considera o cfcito inibitorio causado pelo etanol:

Y"'ms T MYms £(p) {9)
' = L 1
q nS ﬂms f'(P) (10)

onde,

£(P) e £'(P) - fungoes obtidas empiricamente e dependem da con-
centracao de etanol

Has © ﬂmS - maximas velioridades especificas de crescimento e produ

cao de etanol, respectivamente, guando nao hé efeito i

nibitorio do etanol

Em regime permanente:

ng = D (11)
1 ) fC r'm jol , /‘;:- ! 1ol 9 ]
— - . N - . >C | I * ]
S 5— {=( 5 R S,) + /A &——ﬁmn—_-+x n~So) * 4K mso}
(12)

F



', B!

fn T LF 7 )
"= + K' o+ > m R omo R —g + 4K'
r (So R D ' D K “o) F 4K mso)
(13)
Gou= {(14)
vt e -G
QU — - (15)
) ]] ’1
‘):(; g P
i fY(pP) G X
P = mS S ( 16 )
L+ G
D (K 68 G)

B. Processo de fermentagao continua
zima
x0 estada mostrado na I"ig. 2.

1le Estagio:

Durante o cultivo continuo de 4.

gquando se utiliza o meio de cultura

te L que nao & glicose,

A expressao obbida para a massa

X, . = Y(L_ - 1,
O

Al l)

onde,

amilolitica produzida por A.

em dois estagios, utilizando en

usamzi, cujo diagrama de flu

usamit descobriu-se que

3, existe um substrato limitan

celular de A, wramit foi:

L - concentragao de substrato limitante no meio de alimentacao ,

o}

%
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contendo determinada concentragao de aclcares totais

Ly - concentragao de substrato limitante no interior do primeiro
fermentador

Y - rendimento relative ao crescimento, para substrato limitante L

Duando & concmntrag&o do meio de ulimentagéo & aunentada

(&3

A vezes 1, , a massa oolular passa de ¥, para X' :
O Al S Al

O termo Yi.. pode ser exproesso como uma funcao de XAl e
O 2 .-
X'Al’ podendo ser determinado experimentalmente.
~r ¥ - w(
. A Al -
YL = 1 (19)
A -1

Assumindo que a maxima velocidade especifica de c¢resci-

mento de A. usamii & uma fungao da concentracao de substrato limi-

tante L, de acordo com a equag¢ao de Monod, obtém-se a expressao:

Desde que, em regime permanente, Map © D

- YK
1 ] 1 SAL (21)

-— -4 s i i e A e e t

-

1 YAl (YL, = X, YAl
e N

{2
-



A equacao (18) pode ser gencralizada para qualdguer con-

centracao de meio de alimentacgao:

(YK 1) D,
) = Byl o et Dt (2 2 )

} = LIl

(@] .
ulﬂAl UJ

B & maltiplo de L,

Assumindo-se que a concentracao de amido & igual a con-

centracao de aclcares totais menos a concentracgao de glicose, tem-

se a equacao de balan¢o de massa do amido no primeiro fermentador:

dSl

— = =7D

dt

onde,

ry - velocidade de sacarificacao de amido pelas enzimas amiloliti-

cas produzidas por 4. weamit

Considerando jue a reacao enzimatica obedece a equacgap de

Michaelis-Menten, tem-sc a seguinte expressao:

r = S
r, = =& L (24)
: K+ S

A concentracao de enzima E, ¢ a atividade enzimatica Uy

b
L

estao diretamente correlacionadas pelo fator k

—
[\
(6}
~—



O balango de massa com respeito a concentracao de enzima

pode ser expressa pela sceguinte equacao:

AE
—3L - g, - DB

dt

onde,

I
Q
3
o,
e

) - velocidade do oroducio de enzina por A, u
Al :

h velocidade e¢specifica de prolugao de enzima & uma fun-

P

cao da velocidade especiiica de crescimento ¥ap+ Que em regime per

manente corresponde 4 taxau de diluigac Dy:

—— s o BD (27)

Aplicando as equagoes (25) e (26), em regime permanente ,

obtém-se a equacgao:

A partir das equacgoes (24) ¢ (25), obtém-se a expressao:

0 balang¢o do massa em relacao a concentracao de glicose,

pode ser expresso por:



dG

at : 7 ‘Ga1 Al \

onde o terceiro termo da oeguagao corresponde a velocidade especifi
ca de consumo de glicose por 4. wsamii, conforme a seguinte equa-

cao:

A concentracac de amido ¢ de glicose, em regime poermanen

te, pode ser calculada, respectivamente, volas exXpressoes :

Gy = — & G = (55— + ) X (33)

29 Estagio

O balanc¢o de wassa com roespeito d concentragac de amido:

das ", S, !
2 i 71 ‘ .
= £l o - L)' :.{,/ : i { 4)4}‘
adt , 27 T2
V2 ‘\4’ ‘
onde,
oy
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r. = .. 272
5 e 2
K +S,
[S]
F. + p°
D, = .+ " ©
Vs

onde,

it

F

(35)

fluxo de meio de cultura que passa de primeiro fermentador pa

1
ra o segundo
FO = fluxo do meio fresco alimentado ao segundo fermentador
Em relacao a concentracao de enzima:
dE F, .V
2
=1 1 D,E, (37)
dt V2
Em relacao a concentragao de glicose:
dG 1", G PG U, F_LT" .\«
o) 52 + ’
._....__g_. e }:_ 1 -+ "_ﬁ__F__.(;Z + 5 — (--—-7\-/»—&—4--- 4~ Inp2) XS2 -g——]__.ﬁL) «Z.
- b - Lo - [,
dt V2 VE GS2 V2
(38)
Com respeito 34 massa celul ar:
dx
s2 ;
T T Mg Xy 7Dy X, (39)
dt )
) i
S39) w3 )
by = ms$2 2 (40)
(-l ,
e 1 G
KSSZ Gz



Para conceniracac de etanol:

dP?
T sz tea T P2 B (41)
" ., G,
g . = __.mS2 72 (42)
52 k' ig
sS2 2

- 1. L ) o .
S2 - (¥ ]_Sl + F OSO FZKm icImEzvz) " __-_‘_— .
2F -
’ 2
'/(F S, +T' 8 "WF K - £ I‘M}FV )2 + 4F,K_ (F,S +-E_l g )wl
171 0 0 27 m Lo TnPoVo K (F18; o5
(43)
D, K _ ..
2 582 .

(32 = - :. i)

g2 ey - Dz

= 1 . = -
v = FiGy + ' Gy + Vor, = 16, .
s2 D 5
(== + mg,) V
Y(*' S2 2
T or £'(P) G,X
)
' P
(K $52 ! GZ) D2

3.2.8.2. OBTENCAQ DE PARAMETROS CINETICOS

ApOs 0Os experimentos de fermentagao em laboratdrio, foram

[zl
o)



desenvolvidos os modelos matematicos, determinando-se atraveées dos
graficos, as constantes da reagao enzimdtica, os parametros cinéti
cos de crescimento dos microrganismos, de produgac da enzima e de
produgao do etanol. Para tracgar as retas, foi utilizado o método

dos minimos quadradcs (772 .

3.2.8.3. CONSIDERACCE

ECONOMICAS SOBRE OS PROCESSOS

Os aspectos econdmicos dos processos foram analisados com
o auxilio de um computador, do sistema N700, série NEAC 2200.

Os calculos foram feitos utilizando-se os parametros ci-
néticos obtidos empiricamente, constantes obtidas da literatura e
dados de custo.

Para encontrar os valores Otimos de parametros operacio
nais, como taxa de diluicao, taxa de acragao e velocidade de rota-
cao do agitador, utilizou-se o método Simplex modificadoc (32), se-
guindo-se o diagrama de calculos esquematizado na Fig. 10. O dia-
grama foi subdividido emn duas partes: L e 2. A parte 1 foi aplica-
da para fermentacao anacrdbia e todo o diagrama foi utilizado no
casco de sistema acrado.

A funcac objetiva foi definida como a soma dos custos re
queridos no nNrocesso:

a) matéria-prima (farinha de mandioca integral)
b) material suplementar (fonte de nitrogénio e enzimas)

Cc) equipamento
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eletricidade
agua

vapor
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. SELECAO DE MICRORGAKNISMO PRODUTOR DE ENZIMA AMILOLITICA

Os resultados do teste de € linhacens de fungos no expe-
rimento em frascos de Erlenmever estido mostrados no Quadrc T.Malor
atividade erzimatica ¢ maior producic de ctanol foram conseguidas

com A. wusanti var. shivousamii.

4.2. ESTABILIDADE DE ENZIMA AMILOLITICA PRODUZIDA POR A. wusamii,EM

PRESENCA DE ETANOL

Como se pode observar na Fig. 3, a enzima produzida por
A. usamii mostrou-se estdvel durante 100h, em presenga de etanol,

na faixa de concentracao de 1-8%.

4.3. TRATAMENTO ENZ 1,1\12”\'{_}_&3() DO AMIDO CONTIDO NA FARINHA Dt MANDIOCA

INTEGRAL
O mesmo problema reportado por Komaki (39) foi observado
por Nojiri (53), durante o tratamento cnzimitico da farinha de man
dioca. D¢ acordo com suas informacoes, toda vez que a suspensao de
farinha de mandioca era submetida a aquecimento gradativo, em bate

lada, resultava em formaciao de particulas pastosas e insolGveis 2



agac enzimatica. Conseydentemente, obtinhi-se um baixo grau de sa-
carificag¢ac e baixo grau de aproveitamento do substrato. Segundo o
mesmo autor, no processo de tratamento enzimatico por aquecimento
instantaneo, o menor grau de insolubilizacac de amido, sem que hou
vesse inativagao considerivel de enzina pelo calor, era conscguido
a 85-87°C.

Com base nessas informacoes, foram feitos os ensaios de
liquefacgao continua do smido de favinbe de wandioca, pelo mitodo
descrito em 3.2.4., cuios resuliados estao mostrados no Quadro IT.

Maior grau d¢ hidrdliise de amido, isto o, waior grauv de  conversao
o L ol

de amido em aclUcares rodutures, foi conceouido con tempo de  resi-
déncia do 90 minutos.

Para amostiar oo suspensoes liquafeitas com diferentes
tempos de residéncia, suibmetidas & acao de amiloglicosidase, a

maior velocidade especifica de formagao de aguecares redutores de-
terminados,como glicose, Lol conseguida com a amostra da suspensao
liquefeita com 90min de tempo de residéncia, como mostra a Fig. 4.

A constante de Michaelis-Menten (K'py) e a maxima veloci-
dade especifica de sacarificagao de amido da farinha de mandioca
(r'm), determinadas para cada tempo de residéncia, pelo grafico de
Lineweaver-Burk, estao mostradas no Quadro III. O maior wvalor de
r'y € menor valor de K'py foram conseguidos com a mesma amostra de

suspensao liguefeita com 90min de tempo de residéncia.

4.4. ESTUDO COMPARATIVO 'L ALGUNS MEIOS DE CULTURA




Ca 4 diferontes melos de cultura {(1.a, l.b, 2.a ¢ 2.b)fo
ram testados para obscorvar a viabilidade do uso da farinha de man-
dioca integral como principal componente do meio.

O Quadro 1V wostra gque os mecios de cultura l.a e 2.a fo-
ram superiores aos meics 1.b e 2.b, tanto do ponto de vista econd-
mico, guanto pelo rendimento em alcool e utilizagao de acglcar. Con
firmou-se, assim, a viabilidade do uso do meio de cultura contendo

apenas a farinha de mandioca integral ¢ sulfato de amdnia.

4.5. PROCESS0O DE FERMENTACAO CONTINUA EM UM ESTAGIO, UTILIZANDO EN

ZIMAS AMILOLITICAS COMERCIAIS COMO AGENTE SACARIFICANTE

4.5,1. CULTURA CONTINUA DE S. cerevisiae

A Fig. 5 aprescnta os resultados obtidos nos ensalosg de
fermentacao continua cem $. cerevieics, utilizando o meio de cultu
ra definido em 3.2.6.2,. O rendimento em &lcool conseguido foil re-
lativamente baixo (cerca de 70%), com baixa taxa de utilizagao de

acucares redutores em termos de glicose.

4.5.2. OBTENCAO DE PARAMETROS CINETICOS

Foi assumido ¢ue, nas concentracgoes de alcool obtido du-

rante os ensaios de fermentacao continua, cujos resultados foram
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mostrados na Fig. 5, o eofcito inibitorio do ctanol & desprezivel.
A Fig. 6 aprescnta o grafico de Lineweaver-Burk, através

do qual foram determinados os valores da maxima velocidade especi-

fica de crescimento de /. cerevisiae (ums) e da constante de satu-

ragao (K_.).

AF

[

g. 7 correlaciona o rendimento aparente relativo ao
crescimento com a velocidade especifica de crescimento. Atraves de
1a foram obtidos os valores do rendimento real relativo ao cresci-

- »

mento (Y..) e coeficiente de manutengao de I, cereviciae (mgl.

CE

o

rtravées da Pig. 8, que corrolaciona & concentracao de gli
cose com a velocidade cspecifica de proiucac de etanol, foram obti
dos os valores da misima velocidade ospecifica de produgan de eta-

nol por <. cerevisiar tﬂﬁg) e constanioe de saturagao (K°_ ).

!

Lstes pardmetros cinéticos polativos a O. cereviceas fo-
ram resunidos no Quadyo V.

A Fig. 2 mostra o efeito inibitdrio do etanol sobre o
crescimento da levedura e a producao de ctanol. Atraves deste gra-
fico foram obtidas as funcoes emplricas £(P) ¢ £'(P), que dependem
da concentracao de etanol e representam O efeito inibitdric desta
sobre o crescimento da levedura e a produgac de etanol, respectiva

mente. As fungoes obtidas foram:

f = f(P) = f'(P) = 1,43 - 0,01593P

4.5.3. CONSIDERACOES RCONOMICAS

T
Ui



Alguns aspectos econdomicos do processo apresentado na
Fig.l foram analisados utilizando-se os dados resumidos nos Qua-
dros III, V e VII e a Parte 1 da Fig. 10.

A Fig. 11 mestra o efeito da concentragao de amiloglico-
sidase e do volume do fermentador sobre o custo de produgao de eta
nol. Na faixa considerada, a economia do processo fol proporcicnal
ao tamanho do fermentador. Quanto a concentracao de amiloglicosida
se em rel&géo ao amido, © processo fol mais econdmico comn 0,03%.
Quando a amilecglicosidase & adicionada ewm axcesso, O custo do pro-
cesso @ influenciado welo preco da onzima o quando ha falta de ami
loglicosidase a baixe produtividade acarrcta malor custo.

Na Fig. 12 s&o apresentados os resultados do efeito do
volume de fermentador ¢ oa concentragao do agucares totals na ali-
mentagao. Ocorreu a mesiund tendéncia antoriormente descrita  quanto
ao volume de fermentador. O processo apresentou-se mais econdmico,
na faixa de concentracao de aclUcares totais de 8 a 10%.

No Quadro VIIT resumem-se as condigoes operacionais oti-

mas para © pProcesso.

Uma analise da distribuicao do custo total de  produgao
de etanol, sob estas condicdes operacionais, esta apresentada no

Quadro IX. Pode-s¢ obsorvar que mais de 80% do custo total & devi-
do aos componentes do meio de cultura. Nestas mesmas condigoes ope
racionais, assumindo-sc a venda do suoproduto proteina, o preco es

-y

timado para alcocl foi 48 yvens/ka.



4.6. PROCESS0 DE I'ERMUNIAZAO CONTINUA LM DOIS ESTAGIOS, UTILIZANDO

ENZIMAS AMILOLITTCA o

PRODUZIDAS POR . wsamit

4.6.1. CULTURA CONTT

A, usamtl

Os resultados ootidos em cultura continua de 4. usamit,

utilizando farinha dc mandioca sacarificada {(meio A, definido em
3.2.6.5.), estao mostrados na Fig. 13.

Ao tragar o grafico de Lineweaver-Burk, na Fig. 14, no-
tou-se a existéncia de duas retas interceptando-se onde a concen-
tragao de glicose corresponde a 0,6g/1. Portanto, para A. wsamit,
cultivado nessas condiqocs, a mdxima velocidade especifica de cres
cimento ¢ sua afinidade pelo substrato apresentaram dois valores

diforente:

it
b

para G 0,06:) ¢« . = €,0% h o K. 0,04g/1

para G 0,400 ¢ uw_ = 0,09 1 e £, = 0,6g9/1

”

A Tig. 15 mestra os resultados obilidos na cultura de 4.
wzamit, utilizando o weiro de cultura 8, definido em 3.2.6.5., com
concentragao de aglcarcs totais de 7,4qg/1.

Confrontando as Fig. 13 e 15, notou-se que a concentra-

Gao de glicose & difercnte nos dois meios, aos mesmos valorcs  de

taxa de diluigao, apesar de ter mantido constante o seu valor du-
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rante cada regime permanente.

Devido a este tato, foi considerado que no meio B exis-
te um substrato limitante I, que nao ¢ glicosce. Com base nesse con-
ceito, foi desenvolvido o modelo matewmat.ico para o 1?9 estagio.

Foram feitos também ensaios de cultura continua de 4. wu-
samii, utilizando o mesmo meio B, com outra concentragio de aclca-
res totais: 3,6g/1l. Os resultados estao apresentados na Fig. 19.

Nos primeiros experimentos utilizando fermentador com to
dos os controles internos, deparou-se com grave problema de peleti
zagao. Bste problema foi contornado pelo método descrito no item
3.2.7.2.

Algumas observagoes praticas na cultura submersa de 4. u

samit :

a) guando hi peleticacao do microrganismo na pré-fermentagao, difi
cilmente seo conseguc rTebornar a cultuva & forma filamentosz no fer

mentador.

b) alguns dos métodos observados para evitar a peletizacao durante

a pré-fermentacgao foram: utilizacao de meio de cultura altamente
. . ~ L= : 7 8

viscoso ou introdugao de numero grande de esporos (10 -10" esporoy/

ml) .

c) sempre que houver algum ponto de retencao de microrganismo (su-
perficie rugosa, pequenas saliéncias ot reentrancias) no interior
do fermentador, este ponio poderd ser o foco inicial da peletiza-

cao.
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d) a drenagem do meio Permentado dove ser bhem controlada porgue,de
pendendo do sisteoma do dronagem,  as bl o oeferem a tlﬂ)uﬁjxqénu, can-
sando a saida do mosto con concentragzo celnlar menor do que a  do

interior <o fermentador.

4.6.2. OBTENCAO DE PARAMETROS CINETICOS

Nas Fig. 16 e 20 a velocidade de consumo especifico por

A. usamii foi correlacionada com a taxa de diluigao e determinados
os valores do coeficiente de rendimento relativo ao crescimento
(Yo,) e coeficiente de manutencao de A. usamit (mA).

Pelas Fig. 17 e 21, onde a taxa de diluicao foi correla-
cionada com a atividade especifica da enzima amilolitica, foram ob
tidos os valores de constantes empiricas a/k e b/k. Os valores en-
contrados nao foram exatamente iguais nos dois graficos e fol cal-
culado o valor médio.

Os valores da constante de Michaelis-Menten (Km) da enzi
ma amilolitica produzida por A. wsawmi!. e da wmaxima velocidade espe
cifica foram obtidos pelas Fig. 18 e 22.

Utilizando-se a Fig. 23 e a equacao (19), foi encontrado
o valor da expressao (YLo)’ coeficiente de rendimento celular apa-
rente multiplicado pela concentracao de substrato limitante na ali
mentacgdo.

A Flg. 24 & o grafico representativo da equacgao (21) ,ten

do sido determinados os valores das constantes

) e (YK atra

(umA SA)
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Os paramelros relativos a A. wsami?d foram resumidos no

Quadro VI.

4.6.3. CONSIDERACOR:S »CONOMTCAS

Os aspectoy: comomicos do ovosesse, cujo fluxocrama  foil
representado na Iig. 2, ‘oram analisados com base nos dados resuml
dos nos Quadros V, VI ¢ VI1 ¢ Fig. 10.

A Fig. 25 mosira o efeito da concentracao de aglcares to
tais na alimentacao sobre o custo de produgao de etanol, conside-
rando o volume do segundo fermentador igual a 300m3. A concentra-
cdo de aclcares totais de 8 a 10% na alimentagao resultou em produ
cao de etanol mais econdmica.

Quanto ao efeito do volume do fermentador, na faixa con-
siderada, 300m3 em ambos os estagios, resultou em processo mais e-
condmico. Observou-se também, pela Fig. 26, que a combinagao de mes
mo volume nos dois estagios foi sempre mais vantajosa.

As condigoes operacionais Otimas para este processo fo-
ram resunidas no Quadrc X.

A distribuicao do custo total de producao de etanol nes-

tas condig¢des operacicnais esta aprescntada no Quadro X1. Neste

o

processo o gasto devidae aos componentes do meio de cultura foi 64

e

do total e a parcela devida ao equipamcentc foi 27

(e}

Considerando~se a venda da proteina, o prec¢o cstimado pa



ra etanol produzido nas condigoes operacionais, apresentadas no
Quadro X, foi 53 yons/ k.

A Fig. 27 woestra o que acontoceria ao custo se a ativida
de enzimatica obtida no 1v fermentador tozsc o dobro dacuela consi
derada na Fig. 26. Nots-sce um grand? deartscine no custo  unitario
do etanol cbtido, confirrando-se assin que a atividade ¢ enzima
produzida pelo fungo & e fator importacto gque atua na procdut ivida
de do processo e, em censogliéncia, no custo de producao de etanol.

A tendéncia geral observada om relagdo a influéneia da
produtividade do processo sobre o custo total de produgac de eta-
nol esta ilustrada na Fig. 28. 0 exemplo tomado foi o processo em
um estagio, com 0,03% de amiloglicosidase em relacao ao amido e 8%
de aglcares redutores na alimentacao.

Foi observada a existéncia de uma correlacdao inversa en-
tre a produtividade de etanol e o custo total de sua produg&o.Exig
te uma correlagao direta entre o custo total de produgac e o por-
centual devido a equipamento, sendo inversa a correlacgao entre es-
te e o0 porcentual devidc a componentes do meio de cultura.

Comparando os Quadros VIII @ X, a taxa de diluicao dtima
para fermentagao alcodiica foi bem maior no processo que utilizaen
zimas comerciais. Sendo © valor da taxa de diluicado Otima para fer
mentagac alcodlica uma rungao da concentracao da enzima prescente,a
baixa taxa de diluig¢ao no segundo estigio do processo que utiliza
A. usamii deve-se a baixa produtividade da enzima amilolitica obti
da no primeiro estagio.

Como conseqliéncia da diferenca no valor da taxa de dilui
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cao otima, a produtividade de =tanci polo processo utilizandc en-—
zimas comerciais {foi oproximadamente 4 vezes maior do gue pelo
processo utilizando .. ronld.

Do ponto de victa operacional, pode-se afirmar que o con
trole da aplicagido de envima comercial & muito mais facil do que o
controle de uma cultura de fungo. Nas condiqées estudadas, com a a
plicacao de enzimas ¢ microrganismos utilizados no estudo, o pri-
meiro processo apresentou-se muito mais favoravel do gue o outro,

també&m pelo aspecto econdmico.
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Quadro II. Liquefacao continua do amido de farinha de mandicca in-

tegral
Tempo de residéncia Actcares totals  Acglcares redutores  Grau de
(min) (g/1) (g/1) hi?g?llse
30 173,5 56,5 32,6
>0 179,8 63,1 35,1
90 183,1 65,2 35,6
110 178,1 48 ,4 27,2

Quadro III. Parametros cinéticos para a acgao de amilogliccsidase
comercial com farinha de mandioca liquefeita, a dife

rentes tempos de residéncia

Tempo de residéncia Constante de Maxima velocidade espccifica
. Michaelis-Menten de sacarificacao de amido &H
(min) (k' ) (g/1) A
om : (9/qlicose/g enzima/nin)
30 4,17 7,14
50 3,10 9,10
90 2,86 11,1
110 2,94 10,0
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Quadro V. Parametros cinéticos para fermentacao continua de S. ce-

revpisiae

Parametro Valor
. -1
His 0,176 h
Mg 0,322 g glicose/g célula/h
Yos 0,148 ¢ celula/g glicose
Kss 0,53 g glicose/1
L 0,752 g etanol/g celula/n
K'SS 0,303 g glicose/1

Quadro VI. Pardmetros cinéticos da fermentagao continua de 4. usa-

miti, em meico de cultura B

Parametro Valor
- =1
Hoa 0,057 h
Ma 0,006 g glicose/g cé&lula/h
Yoa 0,54 g/célula/g glicose
YL, 1,40 g célula/1
. -
YR o 0,012 g celula/l
a/k -0,0375g glicose/g célula/h2
b/k 3,482 g glicose/g célula/h
T 0,09
K, 0,60 g giicose/1l




Quadro V1i. Dados de custo e

coes econimicas

constantes

utilizadas para considera-

Calor especifico do vapor
Calor especifico da liqu.:

Temperatura de saturccao 1o vapor

Temperatura de esteril izacao
Tenperatura do meio
Calor latente de vaporizagao

Temperatura da agua de resfriamento

Coeficiente global de transferéncia
de calor do trocador de calor

Area de transferéncia de calor

Coeficiente para custo de construgao
de fermentador

Temperatura de cultivo

Coeficiente global de transferéncia
de calor do resfriador no fermentador

Massa especifica da agua ¢ meio
Pressao do ar de entrada no compressosr
Custo da

agua de resfriamento

Custo da eletricidade

Custo do wvapor

Kcal/kg/wcC
Kcal/ka/°C
oc

i20,0 CC
20,0 OC
494,0 Kcal/kg

17,0 ©cC

10000, 0 Kcal/m2/h/°C

0,52m2/m3

123,0 yen/h

30,0 °c

1200,0 Kecal/m2/h/°C

1000,0 kg/m3
10336,0 kg/m2
4,48yen/m3
0,635yen/kwh

7,0 yen/m3




Quadro VIII. Condigoes operacionais Otimas para o processo de fer-
mentacac coentinua em um estaglo, utilizando enzimas o

merciais como agente sacarificante

Taxa de diluigao 0,131 pt
Volume do fermentador 300 m3
Concentracgao de amiloglicosidase 0,03% em relacao a amido

Concentracgao de aglcares
totais na alimentacao 80-100g/1

Quadro IX. Distribuig¢ao do custo total de produgao de etancl pelo
processo de fermentacao continua em um estagio, utili-

zando enzimas comerciais para hidrdlise de amido

Custo Porcentagem

{ven/kg etanol) (%)
Matéria-prima 49,543 50,4
Material suplementar 30,375 30,9
Equipamento 10,911 11,1
Eletricidade 1,475 1,5
Agua 0,688 0,7
vVapor 5,308 5,4
Total 98,3 100,0

Produtividade do etanol = 1430kg/h

Produtividade da proteina = 400kg/h




Quadro X. Condigoes operacionais Otimas para o processo de fermen-
tacao continua om dois estagics, utilizando enzimas ami-

loliticas vroduszidas por . voamid

Taxas de diluicao

D, 5,050 ht
D, 0,072 h™t
P
Volume dos fermentadores
3
Vl 300m
3
V2 300m
Taxa de aeracao no 19 estagio 0,22vvm
Velocidade de agitacgao no 1@ estagio 195rpm
Concentracao de agucares
totais na alimentacao 80-100g/1

vadro X1. Distribuicao do custo total de producao de etanol pelo
2 L 8 g
processo de feormentagao continua em dois estagios, com

dois microrganismos

Custo Porcentagem
(ven/kqg etanol) (%)
Matéria-prima 103,390 49,0
Material suplementar 3D,é06 14,6
Equipamento 57,181 27,1
Eletricidade 5,908 2,8
Agua 4,431 2,1
vapor 9,284 4,4
TOTAL 211,000 100,0

Produtividade do etanol = 3724kg/h
Produtividade de proteina = 490kg/h
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Velocidade especifica de hidrélise (g glicose/qg enzima/min)

H 30 min

0O 50 min

m 90 min

!0 min
O 1 1 1
10 20 30

Concentragdo de polissacarideos (g/1)

Fig. 4. Velocidade de hidrolise de amido de mandioca

por amiloglicosidase, apds diferentes tempos

de tratamento com «- amilase.
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5. CONCLUSORS

5.A. Experimentalmento concluiu-se quo:

1) Tecnologicamente & viavel a utilizagao da mandioca como matéria

-prima para produgao de ctanol por fermentacdo continua.

2) A hidrdlise do amido de farinha de mandioca, pela aplicacao de

enzimas comerciais, ¢ praticavel em sistema continuo.

3) Ha uma faixa Otima para tempo de residéneia do susbtrato no tan
que de liguefacgao continua. Quando o tempo de residénecia @ curto ,
a dextrinizagao @ insuficiente e a exposigao excessiva ao tratamen

to causa {ormagao de insollveis ¢/ou inat ivagao enzimatioa.

4) O amido de mandicoa pode ser tronsfocwado em agicares fermontes
civeis pela acao de onzinas produzidas poelos fungos, quanda  cztes

sdo cultivados no prdoric substrato, ow sistema continuo.

5) Para as condigées estudadas, o processo utilizando enzimas co-
merciais apresentou-sc mais promissor, tanto do ponto de vista ope

racional, quanto econdmico.

0) A taxa de utilizagao de aglcares redutores, em termos de glico-
se, por 5. cerevisiu. Hakken-1, & relativamente baixa, acarretando

baixo rendimento em alcool.



7) A linhagem de lovecars estudada ¢ suzceiivel a altas concentra-
goes de etanol, que init: o crescimento do levedura e a Dropria pro

dugao do etanol.

8) A produtividade de otanol é um fator que influl na viabilidadee

condmica do processo.

5.B. Teoricamente concluiu-se que:

1) A fermentagéo continua em um estagio, usando enzimas comerciais,

apresentou os seguintes valores como condigoes operacionais Ootimas:
-1 . ~ . .

D= 0,131 h™*; Vv = 300m?; E' = 0,03% cm relagdo ac amido; AT, = 8-

10%.

2) A fermentacao continua em dois estigios, dois microrganiomos, a

presentou as seguintes condigoes operacionais Otimas: Dl = 0,0Sh_}
- 3 - 3 . o
D, = 0,072 b l; V., = 300m”?; V, = 300m”; @, = 0,22vvm; n, = 195rpm;
2 1 2 1 1

AT = 8-10%.
&}

5.C. Sugestoes para trabalhos posteriores:
1) A fim de aumentar a produtividade da enzima amilolitica de 4.u-

samii, poderda ser estudada a suplementacao dos meios de cultura a-

presentados com vitamina.
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2} Com a mesma finalidade, podera ser estudada a cultura mista de

linhagens produtoras o cnzimas amiloliticas.

3) Mais énfase podera ser dada na obtencao de mutantes de microrga
nismos para conseguir lirhagens com capacidade maior de produgao

de amilases e estudar =scu comportamento em cultura continua.

4) O rendimento em aicool, devido a lenta utilizagao de acglcar por
5. cerevicice Hakken-1, poderd ser aumentado pela realizacao da fer
mentacao alcodlica em multiestagio.

5) Uma alternativa, para contornar o custo Jdo produto, po&orﬁ ser

a utilizagao do ag¢ucar remanescento da termentacao alcodl ica, para

produgﬁo de proteina por microrganismo.
6) Merece ser estudadn o aplicacao de vacuo a0 processo fermentati
vo para retirada do cotancl obtido, visando diminuir sua concentra-

cao inibitdria.

7) O modelo matematico proposto devera ser verificado, executando-

se os experimentos nas condicoes estabelecidas.
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constiante ooporipoent,

mult i os g Lk) nas alaen

e oo
cagaa

concentiayao de acUcare:
totais

taxa do diluicao

concentracao de enzima

(para amiioglicosidasc
comercial)

fluxo de mecio de cultura

fator de conversao amido-
glicose

concentracao de glicose

fator de correlacao

constante de Michaelis-
Menten

constante de saturacao

coeficiente volumétricn de
transfereéncia de oxigoinio

coeficiente volumétricoe de
transferéncia de oxigénio
critica

concentragao de substrato
limitante no cultivo con-
tinuo de /4. wsami<

coeficicnte de manutengao

velocidade de rotacao do
agitador

Dimensic
cooensima/g cblula/ L/

cuzima/g chluio /1 /h

g/l
h

g/l

1/h

g/9
g/1

g enzima.h/g glicose

g/l

g/1

mol Oz/l/h/atm

o 1 Oz/l/h/atm

g/1
g glicose/g c2lula/h

rpm, min



Na

Y
ap

Gy

namero de aeracgao
concentragao de etanol

poténcia consumida para
agitacao em sistema aerado

taxa de acracao

velocidade de hidrolise
do amido

maxima velccidade espoct -
fica de hidrolise de amido

concentragao de amido
atividade onzimatica

capacidade ou volume de
operagao do fermentador

velocidade nominal de ar
concentracao celular

coeficiente de rendimento
relativo ao crescimento,
para substrato limitante L

coeficiente de rendimento
aparente, relativo ao cres-—
cimento

coeficiente de rendimento
relativo ao crescimento,

para substrato limitante

glicose

velocidade especifica deo
crescimento

maxima velocidade especi -
fica do croscimento

velocidade especifica do
consumo de glicose

velocidade especifica de
producgao de etanol

g/l

HP

vvm, min

1 glicose/1/h

~

g glicose/qg cnzima/h

L~

1 glicose/1/h

3
m

m/h

g/l

~

; célula/qg L

g célula/g glicose

~

g célula/ g glicose

glicose/g célula/h

G

g etanol/g célula/h



Indices:

B

- meio de alimentacao

primeciro fermentador

segundo fermentador

..
Usoami i

maxima velocidade especi-
fica de producao de etanol

(sob influéncia de alta
concentracao de etanol)

}

g etanol/g célula/h

no processo com dois estagios
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