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Resumo- A fermentacdo acética é a oxidacdo do alcool etilico resultando como produto o vinagre (acido
acético + agua). Objetivou-se alcancar a acidez minima comercial do vinagre (4g/100ml), segundo o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, produzido a partir da fermentagdo acética em um
processo continuo, além de aumentar os valores de rendimento do processo. Para tanto, realizou-se um
Planejamento Experimental Fatorial 2°® observando a influéncia da concentracdo acética inicial, da
concentracdo alcodlica inicial e da taxa de diluicdo sobre o rendimento, e assim, aplicar a Metodologia de
Superficie de Resposta. O etanol e 0 bagaco de cana-de-agucar foram usados como substrato e inoculo,
respectivamente. O rendimento maximo alcancado foi de 10% nos niveis inferiores para a taxa de diluicdo
(0,18h™) e a concentracao alcodlica (2%). O coeficiente de correlagcéo para a superficie foi igual a 0,96 e o
Teste F, com 90% de confianca, indicou um modelo significativo.

Introducéo

O termo “fermentacao”, no sentido mais amplo
possivel, pode ser definido como todo processo
no qual microorganismos catalisam a conversao
de uma dada substancia em determinado produto
[1].

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento [2], os fermentados acéticos sao
definidos como os produtos obtidos da
fermentacdo acética do fermentado alcodlico de
mosto de frutas, cereais ou de vegetais, de mel,
ou da mistura de vegetais, ou ainda da mistura
hidroalcoolica, devendo apresentar acidez volatil
minima de 4,0 (quatro) gramas por 100 mililitros,
expressa em &cido acético.

Jun-ichi Houiuchi et al. [3] confeccionou um
bioreator usando pedacos de carvao vegetal
produzido de sobras de cogumelo por
carbonizacgéo térmica para producdo continua de
acido acético. Foi observado que, no estado
estacionério, para os valores de taxa de diluicdo
baixa quase todo o etanol foi transformado em
acido acético.

Além disso, foi investigado [4] o efeito
combinado da pressdo parcial de oxigénio e
concentracao inicial de &cido citrico num reator
de coluna sobre a producédo de acido acético. Foi
observado que a producdo melhorou com a
presenca de acido citrico na solucao alimentada

guando o fornecimento de oxigénio era
insuficiente.

Em trabalhos anteriores [5], estudou-se a
influéncia das varidveis taxa de diluicdo e
concentracdo alcodlica da solucao alimentada
sobre a eficiéncia do reator continuo na producao
de vinagre, em escala bancada. Utilizou-se o
Planejamento Experimental Fatorial 2° com duas
repeticbes no ponto central. Os niveis utilizados
foram 2, 4 e 6% em volume para a concentracao
alcodlica e 0,42, 0,60 e 0,78h™ para a taxa de
diluicdo. A Analise de Variancia (ANOVA) do
modelo linear da Superficie de Resposta mostrou
a existéncia da influéncia das varidveis de
entrada sobre o rendimento (resposta), além de
mostrar uma boa concordancia entre o modelo
proposto e o0s dados experimentais. Foi
observado que este modelo é significativo e
preditivo para 75% de confianca.

De acordo com os dados apresentados acima
[6], estudou-se o efeito da adicdo de acido citrico
para aumentar o rendimento da fermentac&o.
Executou-se para isso um Planejamento
Experimental Fatorial 2 com duas repeticbes no
ponto central, tendo como niveis 0,5, 1,0 e
1,5g/100ml para a concentracéo de acido acético
e 0, 0,005 e 0,010M para a concentracdo de
acido citrico, observando sua influéncia sobre o
rendimento. O rendimento maximo alcancado foi
aproximadamente igual a 37%. Utilizou-se,
também, a analise de variancia que indicou que o
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modelo proposto € altamente preditivo em
relacdo aos dados experimentais para 90% de
confianca.

Como sendo a continuacdo dos trabalhos
realizados citados anteriormente, este tem por
objetivo aumentar os valores de rendimento, além
de alcangar a acidez do vinagre comercial (4%)
no estado estacionario de producéo, utilizando,
assim, um Planejamento Experimental Fatorial 2°
completo.

Materiais e Métodos

Utilizou-se o bagaco de cana-de-acucar
contido em solucdo acética como suporte para as
bactérias. Sendo assim, utilizou-se o mesmo
como enchimento do reator.

Para conducdo e processamento da
fermentacdo foram utilizadas bactérias acéticas,
onde estas foram selecionadas de forma
espontanea em fun¢do das condi¢bes de acidez
do meio.

O reator continuo utilizado para o
processamento da fermentacdo foi confeccionado
a partir de uma garrafa de plastico (com
capacidade de 500ml). Este reator foi alimentado
com 300 ml de solugdo, que continha Alcool
Etilico e Vinagre, de acordo com o foi proposto
pelo Planejamento  Experimental  Fatorial
desenvolvido, além de 0,01M de Acido Citrico, e
foi preenchido com, aproximadamente, 300g de
bagaco de cana-de-aglcar. Foi acoplado a este
sistema uma bomba peristéltica (PERIMAX 12 —
SPETEC) para controlar a vaz&do de alimentacéo
e uma bomba de ar (AIR — PUMP RESUN AC -
2600) para distribuicdo de oxigénio no reator.

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

Figura 1: Foto do Sistema do Processo Continuo
para a Fermentacéo Acética. Da esquerda para a
Direita: Bomba Peristaltica, Reator Continuo e
Bomba de Ar.

Realizou-se o Planejamento Experimental
Fatorial 2° considerando como varidveis de
entrada do sistema a taxa de diluicdo (D), a
concentracao inicial de acido acético (Cac) €

concentracdo inicial de &lcool (Ca) da solucéo
alimentada no reator. E como respostas deste
sistema, o rendimento (R) na producdo de
vinagre em um processo continuo.

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

Tabela 1 - Niveis das variaveis do planejamento
experimental fatorial 2°

Variaveis Nivel Ponto Nivel
(-1) Central (0) (+1)
D (h™) 0,18 0,48 0,78
Cac (g/100ml) 2,5 3,0 3,5
CaL (%) 2 3 4

Tabela 2 - Matriz do planejamento Fatorial 2° + 3
experimentos no ponto central

ENsalo oo dificada codificada _codificada
1 1 1 1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 1 -1 +1
6 +1 1 1
7 1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9

10 0 0 0
11 0 0 0

Calculou-se o rendimento (R) a partir dos
valores da acidez estacionaria obtida, ou seja,
apés a acidez do efluente ndo variar com o
tempo. Com os dados coletados no planejamento
experimental, construiram-se as Superficies de
Resposta, a Tabela da Analise de Variancia e
obteve-se o modelo utlizando o programa
Statistica 5.0.

Resultados

Os niveis das variaveis de entrada e os
rendimentos (R) obtidos com a execucdo do
planejamento experimental encontram-se na
Tabela 3. Os numeros entre parénteses, na
coluna dos ensaios, apresentam a ordem de
realizagdo dos mesmos.
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Tabela 3 - Niveis das varidveis do planejamento
experimental fatorial 2°

Ensaio D Cac CaL g%%%zm ) (Ff%)
1 -1 101 2,7 9,7
2 +1 -1 -1 2,7 9,7
3 -1 +1 -1 2,7 49
4 +1 +1 -1 2,7 4,9
5 -1 -1 +1 3,7 9,7
6 +1 -1 +1 3,5 0

7 -1 +1  +1 3,9 9,7
8 +1 -1 +1 3,8 7,3
9 0 0 O 3,2 6,5
10 0 0 O 3,2 6,5
11 0 0 0 3,2 6,5

Nas Figuras 2, 3 e 4 encontram-se as
Superficies de Resposta para o Rendimento (R)
em funcao das variaveis de entrada do processo.
Na Figura 2, observa-se a relacdo entre
Rendimento (R) e a concentragdo de acido
acético (Cac) e a taxa de diluicdo (D), mantendo a
concentragéo alcodlica (Ca) no ponto central
(3,0%). Na Figura 3, observa-se a influéncia do
Rendimento (R) em relagdo a concentracdo de
acido acético (Cac) e a concentracdo alcodlica
(CaL), mantendo a taxa de diluicdo (D) no ponto
central (0,48h™).
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Figura 2: Superficie de Resposta do Rendimento
versus Concentracéo Inicial de Acido Acético e
Taxa de Diluicéo.
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Figura 3: Superficie de Resposta do Rendimento
versus Concentracdo Inicial de Acido Acético e
Concentragéo Inicial Alcodlica.

Na Figura 4, observa-se a influéncia do
Rendimento (R) em relacéo a taxa de diluicdo (D)
e a concentracdo alcodlica (Ca), mantendo a
concentracdo inicial de &cido acético (Cac) no
ponto central (3,09/100ml).

Figura 4: Superficie de Resposta do Rendimento
versus Concentracdo Inicial Alcodlica Taxa de
Diluicéo.

Para o modelo proposto levaram-se em
consideragdo dois efeitos de interacéo. Este é
dado abaixo:

R = 6,8545 — 0,3125Cxc — 1,5125D -
0,2875Cs. — 1,5125CacD + 2,1125CacCal +
0,9125C, D [1.0]

Com o auxilio do programa Statistica 5.0,
construiu-se a Tabela 4, onde se encontram o0s
valores das somas e das médias quadraticas que
compdem a analise de variancia para o modelo
representado pela equacgéo [1.0].

Tabela 4 — Analise de Variancia para o Ajuste do
Modelo Linear
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% Variancia Explicada 91,80%
Coeficiente de Correlacdo 0,9581
Teste F (calculado) 7,465
F tabelado p/ 90% de confianca 4,01
F calculado/ F tabelado 1,86

A Figura 5 mostra o grafico que compara os
valores previstos pelo método e os valores
observados.
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Figura 5: Valores Observados em Funcdo dos
Valores Previstos do Modelo da Equagéo [5.0]
para o Rendimento

Discusséao

De acordo com a Tabela 3, a maior acidez
estacionaria obtida foi igual a 3,99/100ml.

Ao se analisar as Figuras 2, 3 e 4, observa-se
que o rendimento é influenciado pelas variaveis
de entrada observadas no processo.

Observa-se que o0 rendimento maximo
alcancado (aproximadamente 10%), dentro da
faixa estudada, foi obtido no nivel inferior, tanto
para a taxa de diluicao (0,18h™) quanto para a
concentracao alcodlica inicial (2%). O rendimento
minimo foi observado quando a concentragdo
acética e a taxa de diluicdo encontravam-se no
nivel superior (3,59/100ml e 0,78h™) e a
concentracdo alcodlica no nivel inferior (2%).

Na Tabela 4, o coeficiente de correlacdo que
mostra que a curva se ajusta de forma que quase
ndo hé residuos, logo, toda a variagdo em torno
da média é explicada pela regressao. O Teste F,
com 90% de confianga, a raz&do entre o calculado
e o tabelado indica que o modelo proposto pode
ser considerado significativo em relacdo aos
dados experimentais.

A Figura 5 confirma uma concordancia
razoavel entre a reta do modelo representada
pela equacao [1.0] e 0s pontos experimentais.

Diante do discutido, alcangou-se um dos
objetivos propostos, que foi o de alcancar a
acidez do vinagre comercial (4%) no estado
estacionario de producdo. Porém, nao se
alcancou valores de rendimento satisfatorios, pois

0 maior valor foi igual a 10%. Com isso, propde-
se, para trabalhos posteriores, a realizacdo de
outro planejamento experimental que tenha como
objetivo diminuir a quantidade de &lcool residual,
aumentando os valores de rendimento, além, de
obter, pelo menos, a acidez comercial minima.

Conclusao

Foi observado, com o Planejamento
Experimental, que o rendimento € influenciado
pelas variaveis de entrada. O maior valor para o
rendimento (10%) foi obtido no nivel inferior, tanto
para a taxa de diluicdo (0,18h™) quanto para a
concentracao alcoolica inicial (2%). A Andlise de
Variancia, através do Teste F mostrou que o
modelo é significativo com 90% de confianca.
Alcangou-se a acidez do vinagre comercial (4%)
no estado estacionario de produgdo em um dos
ensaios do planejamento experimental realizado,
Porém, ndo se alcangou valores satisfatorios de
rendimento.
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