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Resumo - A fermentação acética é a oxidação do álcool etílico resultando como produto o vinagre, pela 
atuação de bactérias acéticas do gênero Acetobacter , que nada mais é que uma solução de ácido acético e 
água. A maioria dos estudos desta área foram feitos em reatores batelada, por ser o tipo de reator mais 
utilizado pelas industrias de pequeno porte do estado da Paraíba. No reator continuo, foi estudada 
anteriormente a influência das variáveis taxa de diluição e concentração alcoólica, que resultou em baixos 
valores de rendimento. Este trabalho visa estudar o efeito da adição de acido cítrico para melhorar o 
rendimento da fermentação. Executou-se o Planejamento Experimental Fatorial 2

2
 com duas repetições 

centrais, tendo como níveis 0,5, 1,0 e 1,5% para a concentração inicial de ácido acético e 0, 0,005 e 0,010M 
para a concentração de ácido cítrico, observando sua influência sobre o rendimento (resposta). A Superfície 
de Resposta mostrou que ambos os fatores influenciam a resposta. O rendimento máximo alcançado foi 
aproximadamente igual a 37%. Utilizou-se, também, a análise de variância que indicou que o modelo 
proposto é altamente preditivo em relação aos dados experimentais para 90% de confiança. 
 
 
Introdução 
 

A fermentação acética é relatada desde 
aproximadamente 100.000 anos. Seu principal 
produto é o ácido acético, ou vinagre. 
Originalmente era obtido não só de vinhos, mas 
também, de cervejas deixados ao ar, isto é, 
formava-se por fermentação espontânea. O 
vinagre é utilizado como condimento (preparação 
de saladas e molhos), preservativo e 
aromatizante (na panificação), agente de limpeza 
e como medicamente, sendo ótimo anti-séptico. 

A fermentação acética ocorre quando o álcool 
etílico é oxidado em ácido acético pela 
intervenção de bactéria acética do gênero 
Acetobacter . A transformação acontece segundo 
a reação abaixo: 

OHCOOHCHOOHCHCH 23
rAcetobacte

223 +¾¾¾¾ ®¾+  

O Planejamento Experimental Fatorial de Dois 
Níveis é de grande utilidade em investigações 
preliminares, ou seja, quando se deseja saber se 
determinados fatores têm ou não influência sobre 
a resposta. 

Para executar um planejamento fatorial 
precisa-se em primeiro lugar especificar os níveis 
em que cada fator será estudado [1]. Em seguida 
faz-se necessário montar uma matriz de 
planejamento com as combinações possíveis dos 

níveis dos fatores (variáveis de entrada) 
escolhidos. 

A partir dos dados do planejamento fatorial, 
aplica-se a Metodologia de Superfície de 
Resposta que tem como objetivo atingir uma 
ótima região da superfície estudada, indicando a 
otimização do processo. 

Com a obtenção da superfície de resposta, o 
passo seguinte é propor um modelo que seja 
indicado para representar os dados 
experimentais. 

Duas das várias técnicas estatísticas 
utilizadas na análise dos experimentos são a 
Análise de Variância e o Teste F. Este último é 
um fator importante para observar o ajuste do 
modelo e testar se a equação de regressão é 
estatisticamente significativa. Ao compararmos o 
valor calculado com o valor tabelado a uma 
determinada porcentagem de confiança, 
podemos observar se o modelo é significativo 
e/ou preditivo. Alguns autores [2] sugerem que 
para uma regressão seja não apenas significativa 
mas também útil para fins preditivos o valor de F 
calculado deve ser  no mínimo de quatro a cinco 
vezes o valor de F tabelado. 

Observou-se na literatura [3] que foi 
confeccionado um bioreator usando pedaços de 
carvão vegetal produzido de sobras de cogumelo 
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por carbonização térmica para a produção 
contínua de ácido acético. Foi observado que, no 
estado estacionário, para os valores de taxa de 
diluição baixa quase todo o etanol foi 
transformado em ácido acético. Com o aumento 
da taxa de diluição a concentração do etanol 
residual aumentou. Foi observado, também, que 
alta concentração de O2 inibiu o crescimento das 
bactérias resultando em operação não estável do 
bioreator. 

Em trabalhos realizados anteriormente [4], 
sobre a influência das variáveis taxa de diluição e 
concentração alcoólica, observou-se que o 
rendimento máximo encontrado foi nos níveis 
inferiores para a concentração alcoólica (2%) e 
para a taxa de diluição (0,42h

-1
). Observou-se, 

também, que a diminuição da concentração 
alcoólica e da taxa de diluição aumentou o 
rendimento do processo contínuo de 0,5% para 
4,9% dentro da faixa de fatores estudada. O teste 
F aplicado, com 75% de confiança, mostrou que 
o modelo proposto foi significativo e preditivo. 

Em estudos encontrados na literatura [5] foi 
investigado o efeito combinado da pressão 
parcial de oxigênio e concentração inicial de 
ácido cítrico num reator de coluna – bolhas de ar 
– sobre a produção de ácido acético. Foi 
observado que a produção melhorou com a 
presença de ácido cítrico na solução alimentada 
quando o fornecimento de oxigênio era 
insuficiente. 

Portanto, o presente trabalho pretendeu 
verificar se a adição do acido cítrico aumentará o 
rendimento da fermentação continua, estudada 
anteriormente [4].  As variáveis de entrada do 
Planejamento Experimental Fatorial 2

2
 foram à 

concentração inicial de ácido acético e de ácido 
cítrico na solução alcoólica alimentada que 
indicarão os efeitos sobre a variável dependente 
rendimento. 
 
Materiais e Métodos 
 

Utilizou-se como matéria-prima para o 
processo a solução de álcool etílico com 
concentração igual a 4% e o bagaço de cana-de-
açúcar como enchimento. Para condução e 
processamento da fermentação foram utilizadas 
bactérias acéticas presentes no bagaço, onde 
foram selecionadas de forma espontânea em 
função das condições de acidez do meio. 

O reator contínuo foi confeccionado a partir de 
uma garrafa de plástico com capacidade para 
300mL de solução e volume de bagaço de cana-
de-açúcar igual a 300g. A esse sistema foram 
acopladas uma bomba peristáltica com vazão de 
alimentação controlada (Q = 1mL/min) e uma 
bomba de ar para circulação interna do mesmo. 

A Figura 1 mostra a foto do sistema utilizado 
para o processamento da fermentação acética 
utilizando o reator contínuo. 

 

 
 
Figura 1: Foto do sistema do processo contínuo 
para a fermentação acética. Da esquerda para a 
direita: solução alcoólica, bomba peristáltica, 
reator contínuo, solução do fermentado e bomba 
de ar. 

 
Para o cálculo da acidez experimental foi 

utilizado o método volumétrico por titulação com 
solução de hidróxido de sódio (NaOH) utilizando 
como indicador uma solução de fenolftaleína. 
Para o cálculo da acidez utilizou-se a equação 
abaixo: 

)ml100/g(
V

100MeqVN
(%)Acidez

A

BB ×××
=  

onde:  NB = normalidade da base; 
    VB = volume da base gasto na 

titulação; 
     Meq = miliequivalente do ácido (0,06); 
     VA = volume da amostra a ser titulada.   
Realizou-se  o Planejamento Experimental 

Fatorial 2
2
 considerando como variáveis de 

entrada do sistema a concentração inicial de 
ácido acético (CAC) e a  concentração de ácido 
cítrico (CCi), e como resposta o rendimento (R). 

As faixas de níveis para as variáveis de 
entrada encontram-se na Tabela 1. A listagem 
das combinações dos níveis e fatores (matriz de 
planejamento) encontra-se na Tabela 2. 

 
Tabela 1- Níveis das variáveis do planejamento 
fatorial 2

2
 

 

Variáveis 
Nível 
(-1) 

Ponto Central 
(0) 

Nível 
(+1) 

Conc. inicial 
de ác. 
Acético 

(g/100mL) 

0,5 1,0 1,5 

Conc. de ác. 
Cítrico (M) 

0 0,005 0,010 

 
Tabela 2- Matriz do planejamento fatorial 2

2
 + 2 

experimentos  no ponto central 
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Ensaio 
Conc. inicial de 

ác. Acético 
codificada 

Conc. de ác. 
Cítrico 

codificada 

1 -1 -1 

2 +1 -1 

3 -1 +1 

4 +1 +1 

5 0 0 

6 0 0 

 
A partir dos dados coletados foi construída a 

superfície de resposta, a tabela da análise de 
variância e obteve-se o modelo utilizando o 
programa Statistica versão 5.0. 
 
Resultados 
 

Os níveis das variáveis de entrada e os 
rendimentos (R) obtidos com a execução do 
planejamento experimental encontram-se na 
Tabela 3. Os números entre parênteses, na 
coluna dos ensaios, representam a ordem de 
realização dos mesmos. 

 
Tabela 3- Resultados obtidos com a realização 
do planejamento experimental 2

2
. 

 

Ensaio 
CAC 
codificada 

CCi 
codificada 

R (%) 

1 -1 -1 29,2 

2 +1 -1 36,5 

3 -1 +1 14,6 

4 +1 +1 26,7 

5 0 0 26,7 

6 0 0 29,2 
 
Com os dados da Tabela 3, construiu-se a 

superfície de resposta para o rendimento 
representada pela Figura 2. 

 

 
 
Figura 2: Superfície de resposta do rendimento 
versus concentração inicial de ácido acético e 
concentração de ácido cítrico. 
 

O modelo linear proposto para a superfície da 
Figura 2 é dado abaixo: 

R = 27,1 – 6,05CAC + 4,85CCi [1.0] 
Com o auxílio do Statistica 5.0, construiu-se a 

Tabela 4, onde se encontram os valores das 
somas e das médias quadráticas que compõem a 
análise de variância para o modelo representado 
pela equação [1.0]. 

 
Tabela 4- Análise de variância para o ajuste do 
modelo linear. 
 

% variância explicada 95,79% 

Coeficiente de correlação 0,98 

Teste F (calculado) 34,16 

F tabelado p/ 90% de confiança 5,46 

F calculado/ F tabelado 6,27 

 
A Figura 3 mostra o gráfico que compara os 

valores previstos pelo modelo e os valores 
observados. 
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Figura 2: Superfície de resposta do rendimento 
versus concentração inicial de ácido acético e 
concentração de ácido cítrico. 
 
Discussão 
 

Ao se analisar a Figura 2, observa-se que o 
rendimento é influenciado tanto pela 
concentração de ácido cítrico como pela 
concentração de ácido acético inicial do 
processo.  

Observa-se que o rendimento máximo 
alcançado (aproximadamente 37%), dentro da 
faixa estudada, foi obtido quando a concentração 
de ácido acético inicial foi mínima (0,5g/100mL) e 
a concentração de ácido cítrico for máxima 
(0,010M). 

Na Tabela 4, o coeficiente de correlação 
mostra que a curva se ajusta de forma que não 
há resíduos, logo, toda a variação em torno da 
média é explicada pela regressão. Para o Teste 
F, com 90% de confiança, a razão entre o 
calculado e o tabelado indica que o modelo 
proposto pode ser considerado altamente 
preditivo em relação aos dados experimentais. 

Comparado os resultados apresentados com 
os resultados de trabalhos anteriores [4], pode-se 
perceber que a adição do ácido cítrico favoreceu 
a fermentação acética do processo, passando de 
5% para 37%. 

A Figura 3 confirma que existe boa  
concordância entre o modelo e os dados 
experimentais. 
 
Conclusão 
 

Foi observado, com o planejamento 
experimental, que o rendimento é influenciado 
pelas variáveis de entrada. O maior valor obtido 
para o rendimento, aproximadamente 37%, foi 
nos níveis inferior para a concentração acética e 
superior concentração de ácido cítrico. A análise 
de variância, através do Teste F mostrou que o 
modelo proposto é altamente preditivo com 90% 
de confiança. O ácido cítrico influência e favorece 
a fermentação acética, o que foi observado com o 
aumento do rendimento. 
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