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ABSTRACT

A prototype of a settler with inclined parallel plates was
constructed and its adaptation for the previous separation
of the cells of an alcoholic fermentation medium of high
cellular density was studied. The results obtained permitted
us to dimension a pilot-unit with a double cellular recycling
system for continuous alcoholic fermentation, constituted
mainly of a cylindrical fermenter for 16 1 of medium, and a
previous settler whose underflow, rich in cells, returns to
the fermenter while the overflow, with reduced cellular gra-
de, is transferred to an ultrafiltration membrane. A filtrate
free of cells was obtained at a rate of 2.1 to 4.2 liters/h
when the fermentation was operated with a productivity of
15 to 30 g ethanol/Lh.

I1- INTRODUGAO

Com o objetivo de dispor de uma montagem eficiente e
versdtil para a reciclagem celular, numa unidade-piloto des-
tinada a estudos sobre fermentagdo alcodlica contfnua,
optou-se primeiramente pelo sistema de ultrafiltragdo, dada
a possibilidade de ajustar a faixa de separagdo, desde PM
10.000 até didgmetros de partfculas da ordem de 1.0 um, va-
riando o tipo de membrana, Esta faixa € de grande interesse
para pesquisas, uma vez que permite associar uma eficiéncia
de 100% na separagdo de células usuais de leveduras a extra-
¢Oes seletivas de macromoléculas, cujo aciimulo no mosto
pode afetar o prosseguimento normal da fermentagdo al-
coblica®. Além disso, a possibilidade de submeter a biomas-
sa retida na membrana a varios tipos de tratamentos desin-
toxicantes, antes do retomo ao fermentador, garante a ade-
quagdo do sistema aos fins propostosz'a 118,

Testes operacionais preliminares, utilizando uma mem-
brana de ultrafiltragdo (PM de separagdo 100.000), porém,
mostraram ser invidvel sua utilizagdo para separagdo de cé-
lulas em mostos contendo os altos teores de biomassa re-
queridos para fermentagGes continuas de alta produtivi-
dade®, uma vez que ocorre actimulo de células sobre a
membrana, acarretando grande perda de carga na filtragdo e
até mesmo entupimento do sistema. Visando solucionar es-
te problema, bem como dispor de uma montagem que asso-
ciasse as vantagens da separagdo por membrana com uma
operagdo prolongada e ininterrupta, decidiu-se projetar e
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montar uma unidade com duplo sistema de reciclagem celu-
lar, antepondo um sedimentador ao filtro, de modo a redu-
zir o teor de biomassa no mosto alimentado 4 membrana de
filtragdo.

Para fins de dimensionamento da montagem em escala-
piloto, foram feitos testes preliminares de operagao do sis-
tema de ultrafiltragdo e de um prot6tipo de sedimentador
de placas paralelas inclinadas, cujos resultados se apresen-
tam neste trabalho.

II — PARTE EXPERIMENTAL
2.1 - Montagem

A unidade-piloto proposta acha-se esquematizada na fi-
gura 1.
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Figura 1 - Esquema da montagem para fermentagdo alcodlica
com duplo sistema de reciclagem celular, composto
de:

(A)  Recipiente de meio de fermentagdo;

(B) Fermentador cilfndrico, dotado dos controles
de pH, temperatura e velocidade de agitagdo;

(C)  Sedimentador de placas paralelas (descrito em
2.6),

(D)  Sistema Pellicon de filtragdo em membrana
(Millipore);

(E) Bombas peristdlticas;

(F) Recepedo do mosto fermentado e isento de cé-

lulas.

303



2.2 - Meio de Fermentagfio

Meio semi-sintético, com a seguinte composi¢do:

Componente A B C

Sacarose comercial 30.0 270.0 172.0
KH,PO, p.a. 5.0 5.0 5.0
(NH4),S0, p.a. 2.0 20 2.0
MgS0,4.7H,0 p.a. 04 04 0.4
Extrato de levedura 3.0 3.0 3.0

Obs.: Quantidades em gramas para 1 litro de meio:
A -Meio pré-existente no fermentador (“pé-de-cuba’),
B -Meio alimentado para posta em marcha (etapa des-
continuo alimentado),
C- Meio alimentado durante a operagdo em regime
contfnuo.

Como agente da fermentagdo usou-se o fermento comer-
cial prensado, marca Fleischmann. A desidratagdo em estu-
fa a vécuo, a 70C!, indicou teor de 54% p/p de umidade,
em base timida.

2.3 - Controles

— Teores de substrato (sacarose) e produto (etanol): méto-
do rdpido, baseado na determinagio das densidades do meio
filtrado em membrana de 0.45 um, antes e ap6s a evapora-
¢do do etanol; no segundo caso, completava-se o volume
evaporado com 4gua destilada. Os resultados encontrados
eram levados numa tabela padrdo, previamente determinada
e devidamente aferida com valores obtidos pelos métodos
cldssicos de determinagdo de agiicares e teor alcodlico’ /! 0.
— Biomassa total: determinada por centrifugagdo a 3000
rpm, durante 10 minutos, e expressa como %v/v ( biomassa
precipitada nas condigSes do teste).

— Vazfo: determinada cronometrando-se 0 tempo neces-
srio para completar um volume pré-fixado (20-50ml).

2.4 - Posta em Marcha da Fermentagdo Continua

A posta em marcha da fermentagdo continua, através do
sistema descontfnuo alimentado, permite reduzir substancl-
almente o tempo necessdrio para a entrada em regime®, re-
lativamente aos valores usualmente relatados na hteratu-
ra*7, Além disso, a determinagdo da produtividade nos dl-
timos 30-60 minutos da alimentag¢do, permite ajustar com
mais rapidez as vazdes adequadas de alimentagdo do meio e
extracdo do mosto fermentado, ao se iniciar o regime contf-
nuo. Por outro lado, posto que existe uma vazdo minima de
alimentagdo da membrana de ultrafiltragdo, para evitar en-
tupimento, a produtividade da fermentagfo alcoélica € o
pardmetro que permite fixar o volume minimo requerido
do sistema de fermentagdo. A verificagdo da produtividade
inicial do sistema a ser operado foi feita como se segue: adi-
cionam-se 1600 gramas de fermento prensado fresco a 3.3
litros do meio pré-existente no fermentador (meio A). O
meio usado para infcio de operagdo do sistema desconti-
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nuo alimentado (meio B) comeca a ser adicionado a partir
do momento em que o teor de agiicar cai para 0.5-1.0%. A
vazdo de alimentag¢do é controlada, de modo a no permitir
que o teor de substrato ultrapasse 1.0 - 2,0%. Ao se atingir
o volume de 11.5 litros do meio de fermentagio, o teor de
etanol é da ordem de 9 - 10°G L., e o substrato residual da
ordem de 0.5 - 1.0%. A biomassa total é de 200 gramas
(base umida) por litro de meio isento de células, ou 30%
v/v, pelo teste de centrifugagdo. Nas condigGes descritas, a
alimentag¢do do meio B era concluida em cerca de 7-8 horas,
com uma produtividade média, nos dltimos 60 minutos, na
faixa de 14 - 16 g etanol/Lh. Assim, desprezando -se a pe-
quena variagdo de volume decorrente da conversio, no meio
aquoso, do agicar (s6lido) em etanol (liquido) e didxido de
carbono (gasoso), a produtividade de 15 gramas etanol/Lh.,
ao final da etapa de alimenta¢do do meio B, indica que o
mosto deve ser extraido 4 proporgdo de 120 g etanol/h, jd
que o volume de meio isento de células corresponde a apro-
ximadamente 8 litros (70% de 11 5 litros). Essa proporg¢do
equivale a 1,52 1/h de mosto a 10°G.L. isento de células),
procedendo-se 2 alimentagio do meio de fermentagdo em
regime contfnuo (meio C) na mesma vazio.

2.5 - Requisitos Operacionais para Filtragio Contfnua em
Membrana

A vazdo mfnima de entrada no sistema de ultrafiltragdo
foi determinada usando um mosto formulado de modo a
conter biomassa na propor¢fo de 9% v/v (30% do teor con-
tido no meio de fermenta¢do), etanol a 10% v/v e substrato
entre 1.0 e 2.0% p/v. Os testes foram feitos com membrana
de polissulfona (Millipore), com PM de separagdo de
100.000. Nestas condigdes, encontrou-se ser requerida uma
taxa mfnima de alimentag3o de 140 mi/min., de modo a
prevenir a deposi¢do de células dentro do sistema de filtra-
¢do. A vazdo do permeado isento de células foi mantida en-
tre 25 e 50% da vazdo da alimentagdo, sem problemas ope-
racionais,

Com base, pois, na vazio minima para alimentagdo da
membrana de ultrafiltragdo, e fixando a taxa do permeado
em 25% da alimentagdo, chega-se 3 vazdo do permeado de
35 ml/min., ou 2.1 l/h. Considerando a produtmdade mé-
dia de 15 getanol/Lh, e o teor alcodlico do mosto 10°G.L.,
o volume requerido do meio de fermentagdo ficou estabele-
cido em cerca de 16 litros (inclufdo o volume ocupado
pelas células).

2.6 - Pré-Sedimentador de Células

Para projeto do pré-sedimentador de células adotou-se a
premissa de que a sedimentagio celular se faz por mecanis-
mo similar ao da precipitagdo de uma particula esférica nu-
ma suspensdo diluida, a baixo nimero de Reynolds, cuja
velocidade ¢ expressa pela lei de Stokes:

V =((2/9) -R? . g (Dp — Dm)/Mm) ¢))
onde: V = Velocidade de sedimentagdo,

R = Raio da particula,
g = Aceleragdo da gravidade,
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Dp = Densidade da particula,
Dm e Mm =Densidade e viscosidade do meio l{quido,
respectivamente.

De acordo com a equagdo (1), o tempo requerido para a
precipitagdo de uma particula esférica num meio lfquido é:

t= H/V 2)

onde: t = Tempo de sedimentagdo,
H =Distancia percorrida pela particula até sedimentar.

No sistema em estudo, as particulas correspondem as cé-
lulas de levedura (Saccharomyces cerevisiae), as quais ndose
encontram em suspensdo dilufda, visto operar-se a alta den-
sidade celular (30% v/v). Além disso, 0 meio ndo é “estd-
vel”, posto que as células mantém certa atividade fermenta-
tiva, dentro do sedimentador, que leva ao consumo do agi-
car remanescente no meio, com produgdo concomitante de
etanol e di6xido de carbono, (os quais fluem de dentro
para fora das células), além de outros metabélitos, que va-
riam conforme a densidade celular e as condi¢Ges especifi-
cas do meio’’!® , Contudo, a equago ¢ Gtil para indicar a
tendéncia do efeito de pardmetros que afetam a velocidade
de sedimentagdo, Dentre estes, somente é possfvel atuar so-
bre a densidade e a viscosidade do meio, evidentemente
com pequena margem de variagdo operacional, e a distincia
a ser percorrida pelas células, no que existe mais ampla fle-
xibilidade.

A figura 2 ilustra tal afirmativa, mostrando de modo es-
quemdtico como a inclinagdo do sedimentador pode favore-
cer a redugdo da distdncia a ser percorrida pelas partfculas,
e portanto a redugdo do tempo de sedimentagdo, relativa-
mente a um sedimentador vertical de igual capacidade.

Figura 2—  Esquema ilustrativo do efeito da inclinagdo do sedi-
mentador sobre a distincia (H) a ser percorrida pelas

particulas até sedimentarem sobre a parede inferior.

Com base nas consideragdes acima, optou-se pela monta-
gem de um protétipo de placas paralelas inclinadas, confor-
me mostrado na figura 3.

O sedimentador era alimentado com mosto formulado,
na faixa de teores correspondentes ds condigdes estaciond-
rias previstas no fermentador, a saber: teor alcodlico inicial
de 8% v/v, teor de substrato na faixa de 1,0-2,0% p/ve teor
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Figura 3 —

Esquema do sedimentador de placas paralelas usado
para testes de pré-sedimentagdo.

AL = Alimentagdo
EI = Efluente Inferior
ES =Efluente Superior

de biomassa de 30% v/v (conforme teste de centrifugagdo).
A cada 60 minutos faziam-se as dosagens de substrato e de
etanol no meio. Quando o teor de agicar encontrado estava
abaixo de 1,0%, adicionava-se sacarose comercial solida, em
quantidade calculada para recuperar o teor de 2,0%, homo-
geneizando o mais rapidamente possivel. Caso o teor alcod-
lico ultrapassasse 10% v/v, adicionava-se novo meio formu-
lado, isento de etanol, para retornar ao limite inferior de
8%. Para inicio de operagdo, ajustava-se o dngulo de inclina-
¢do do sedimentador em 30 graus. O sedimentador era en-
tdo alimentado através de um tubo perfurado, pela sua altu-
ra média, a vazio constante, mantendo a vdlvula inferior
fechada. O tempo de enchimento era controlado em 25-30
minutos. Ao se observar o inicio de fluxo pela saida supe-
rior assinalava-se o “tempo zero”, abrindo simultaneamente

a vilvula inferior. Efetuavam-se entfo uma série de ajustes
na vazdo do efluente inferior, de modo a atingir e manter
sua concentragdo celular pelo menos trés vezes mais alta
que a do efluente superior. A tabela 1 apresenta uma cor-
rida operacional tipica, representativa dos resultados obti-
dos.

Com base nas vazdes médias dos efluentes inferior e su-
perior mostradas na tabela acima, deduz-se que o tempo
médio de residéncia do meio no sedimentador foi de 26 mi-
nutos. O efluente superior teve uma concentragdo média de
células de 12% v/v, acima, portanto, do valor testado na ali-
mentagdo da membrana (9% v/v). As vazdes médias dos
efluentes foram 33 ml/min. para o superior (4.3 vezes me-
nor que o minimo necessirio para alimenta¢do da membra-
na) ¢ 47 ml/min. para o inferior. Observam-se desvios-pa-
drdo elevados correspondentes s vazdes da alimentagdo e
do efluente superior. Isso ocorreu porque, tendo-se optado
pelo maior rigor no controle da vazio do efluente inferior,
a taxa do efluente superior foi apenas medida e nio contro-
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Tabela 1 — Resultados Operacionais do Pré-sedimentador
Vazido (ml/min.) Concentrago (% v/v)
Tempo Efluente Efluente Efluente Efluente

(min.) Alim. Inferior Superior Inferior Superior

0 - (22) (14) (33) (13)
40 64 45 19 36 10
55 66 45 21 38 11
70 64 45 19 40 11
90 77 47 30 37 13

110 92 47 45 36 13
125 96 48 48 34 13
145 87 47 40 34 14
165 87 49 38 35 14
185 90 48 42 31 19
210 70 48 32 40 07
220 78 48 30 34 14
240 75 47 28 37 11
260 83 50 33 42 11
Média 79 47 33 36 12
DP 11 LS 9.6 3.0 2.8

lada, sendo diretamente afetada pelas variacGes na taxa de
alimenta¢@o do sedimentador.

III — CONCLUSAO

Sob condi¢Bes operacionais que levem a produtividade
média de 15 g etanol/Lh, a unidade-piloto destinada a fer-
mentagdo alcodlica continua com duplo sistema de separa-
¢do para reciclagem celular compde-se de um fermentador
com volume Gtil de 16 litros, de modo a permitir a extra-
¢do de 2,1 1/h de mosto fermentado, isento de células e
contendo 8-10% de etanol, no efluente permeado através
da membrana de ultrafiltragdo, a qual, por sua vez, requer
uma taxa de alimenta¢do de 84 1/h do efluente superior
do sedimentador.

O prototipo de sedimentador testado, com volume total
de 2,1 litros, permitiu obter um efluente superior com teor
de células de 12% v/v, a uma vazdo média de 33ml/min.
(aproximadamente 2 1/h). Sendo 140 ml/min. a vazio mf-
nima de alimentagdo do sistema de ultrafiltragdo, faz-se
necessdrio um sedimentador 4,3 vezes maior, desde que
mantido o desenho original. Neste caso, o volume de meio
previsto no sedimentador eleva-se a 9,0 litros. Tendo em
vista a operagdo com tempo de residéncia 26 minutos, con-
clui-se que o sedimentador deva ser visualizado como parte
integrante do fermentador. Isso porque, havendo disponibi-
lidade de substrato, ocorrerd transformagao em etanol de
parte substancial do mesmo, dentro do sedimentador: a
uma produtividade de 15 g etanol/Lh, e considerando o ren-
dimento da fermenta¢io no sedimentador equivalente ao
rendimento obtido no fermentador, 9 litros de mosto cor-
respondem a 56% da capacidade do fermentador (16 litros
de mosto), no que tange a produgdo de etanol.

Por outro lado, hd necessidade de aumentar a eficiéncia
de separagdo no sedimentador, de modo a reduzir em cerca
de 25% a concentragd@o celular no efluente superior, Isso
pode ser conseguido introduzindo modificagtes na compo-
si¢gdo do meio ou na geometria do sedimentador. Na primei-

306

ra hipdtese, procurar-se-ia reduzir o teor de substrato no
mosto (a 0,1 -0,2%, ou menos) e elevar o teor alcodlico
(a9,8-10,0%). Tal medida permite favorecer a velocidade
de separagdo, diminuindo e mantendo mais estdveis a densi-
dade e a viscosidade do mosto. Além disso, permite restrin-
gir a atividade fermentativa dentro do sedimentador, mini-
mizando o efeito de arraste de células para o efluente supe-
rior através do gis carbdnico. Por outro lado, descaracteriza
a proposta anterior de operagdo de um sistema conjunto
“fermentador-sedimentador”. A segunda alternativa, mais
exequivel e de maior efeito, consiste em procurar reduzir o
tempo de sedimentagdo, seja diminuindo a distincia entre
as placas da cdmara de sedimentagdo, seja operando o sedi-
mentador a angulos de inclinagdo mais baixos (10-20 graus).
Deve ser destacado que as considerag¢Ges anteriores referem-
se ao modelo de fermentagdo e separagdo originalmente
proposto no trabatho (figura 1). Evidentemente podem ser
visualizadas modifica¢des no modelo original, capazes de
elevar a eficiéncia global do sistema. Entre elas devem-se
destacar as alternativas de acoplamento do sedimentador a
um fermentador de miiltiplo estigio (reduzindo o teor de
biomassa na alimenta¢do do sedimentador), assim como de
montagem de placas paralelas em série, permitindo efetuar
a etapa da sedimentagdo em duas ou mais fases sucessivas.
Tais estudos acham-se em andamento no Departamento de
Engenharia Quimica da EE. UFMG.

Finalmente, deve ser destacado que os pardmetros da
fermentagdo podem ser modificados e ajustados com vistas
ao aumento da produtividade. A elevagdo da produtividade,
por exemplo, a 30 g etanol/L.h, que ndo é incomum em sis-
temas contfnuos (4,6), permite elevar a capacidade da mon-
tagem projetada para extragdo de 4,2 1/h de mosto fermen-
tado isento de células. Para isso, é suficiente reduzir a rela-
¢d0 entre as vazdes do retido e do filtrado na membrana, de
3:1 para 1:1.

Trabalho desenvolvido com apoio financeiro da FAPEMIG
Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de Minas Gerais.
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