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RESUMO

O presente artigo tem como objetivo o desenvolvimento de um sistema de producado continua de &lcool.
O projeto parte da fermentacéo de caldo de cana em reator de escoamento ascendente, recheado com material
poroso (midia biolégica), tendo seu fluxo controlado por uma bomba peristaltica acoplada a um Arduino®. Este
trabalho busca aprimorar a velocidade e economia de energia em relacao ao sistema de produc¢ao por batelada,
tendo em vista a dispensa do tempo de repouso do substrato para a fermentacéo antes das etapas posteriores.

Apresentando duas torres de PVC, o sistema utiliza a primeira como reserva para o substrato, e a
segunda para o armazenamento do meio poroso, ja com as leveduras fixadas. Foram realizados testes de
adesdo celular no material, através de solu¢des de PBS, formol, azul de metileno e etanol P.A, em agua
deionizada e clara de ovo, considerando a potencializagédo da fixacdo na presenca da albumina, proteina
componente do ovo.

Todavia possiveis continuacGes do projeto, sugere-se 0 aprimoramento e adaptacdo de métodos de
separacao da agua e do etanol produzido pelo sistema, como pervaporacao por membrana, em substituicdo a
destilacdo convencional, uma vez que mostra um processo com alto gasto de 4gua e energia.
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ABSTRACT

This article aims to develop a continuous alcohol production system. The project starts with the
fermentation of sugarcane juice in an upward flow reactor, filled with porous material (biological media), with its
flow controlled by a peristaltic pump coupled to an Arduino®. This project seeks to improve speed and energy
savings in relation to the batch production system, with a view to eliminating the resting time of the substrate for
fermentation before the subsequent stages.

Featuring two PVC towers, the system uses the first as a reserve for the substrate, and the second for
storing the biological media, with the yeast already attached. Cell adhesion tests were carried out on the
material, using solutions of PBS, formaldehyde, methylene blue and P.A ethanol, in deionized water and egg
white, considering the enhancement of fixation in the presence of albumin, a component protein of the egg.

For possible continuations of the project, it is suggested to improve and adapt methods for separating water
and ethanol produced by the system, such as membrane pervaporation, to replace conventional distillation, as
this proves to be a process that requires high water consumption and energy.
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1. INTRODUCAO

O etanol vem sendo considerado uma
alternativa para abrandar os efeitos negativos do
uso a longo prazo de combustiveis fosseis, diminuir
a emissdo de gases do efeito estufa, impactos
ambientais e contornar a recente alta dos precos da
gasolina.

O Brasil possui uma vasta rede produtora de
etanol em diversos estados que funciona a nivel
pratico. Segundo dados da Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB), a safra brasileira
coletada nos anos de 2022 e 2023 produziu cerca
de 27,37 bilhdes de litros de etanol, derivados
principalmente da cana-de-acucar, e 3,97 bilhdes
de litros partindo do milho, tendendo a aumentar
nos anos seguintes. Entretanto, h4 espaco para
otimizacdes como o complexo de producdo atual
gue ocorre em etapas distintas. (CONAB, 2023
p.39-41)

O método continuo aplicado a producéo de
etanol € uma abordagem industrial inovadora e
eficiente para a fabricacdo desse biocombustivel
vital, diferentemente dos métodos tradicionais que
empregam bateladas intermitentes. Segundo
Viegas (2003), “basicamente, o processo de
fermentacdo continua é constituido de tanques
agitados, ligados em série. Possui unidade
separadora que permite o reciclo de células de
leveduras, mantendo a concentracdo destas
elevada, o que proporciona altas produtividades,”
(VIEGAS, 2003 p.07).

A fermentacdo em batelada pode levar a
baixo rendimento e produtividade quando o
substrato é adicionado de wuma s6 Vvez.
Considerando que esse processo € comumente
utilizado como base para comparacdes de
produtividade na area, sua baixa eficiéncia estimula
o surgimento de formas alternativas de producao
(CARVALHO e SATO, 2001; SCHMIDELL e
FACCIOTTI, 2001).

O processo continuo pode ser mais
vantajoso, pois otimiza diversas condi¢cdes do
sistema em batelada, como o0 aumento da
produtividade volumétrica, menor producédo de
residuos, maior uniformidade, reducdo de custos
laboratoriais (uma vez alcancado o estado
desejado do produto) e a diminuicdo do tempo de
limpeza e sanitizagdo dos reatores. “A maior
desvantagem é que as fermenta¢des continuas sédo
mais suscetiveis a contaminagdo bacteriana, por
longos prazos de exposicdo” (CYSEWSKI e
WILKIE 1978 e FACCIOTTI, 2001).

Dessa forma, o atual projeto se propbe a
desenvolver e provar a eficiéncia de um método
para a producdo de etanol, tendo em base o
método continuo e realizando testes de adeséo
celular para aumentar a eficiéncia da fermentacgéo.

2. METODOLOGIA

A seguir serdo apresentados os materiais e
métodos utilizados para a realizagdo deste
trabalho.

2.1. MATERIAIS

Para a realizacao dos testes, serdo utilizados
0s materiais descritos na tabela 1.

Tabela 1: Materiais e suas respectivas marcas

Material Fornecedor

Balanca analitica -
Estufa -
Ultrassom -
Espectrofotémetro -
Incubadora -
Espétulas -
Béquer -
Tubo de ensaio -
Bastao de vidro -
Frasco de vidro ambar -
Estante de tubo -
Baldo volumétrico -
Pipeta automatica -
Pipeta graduada -
Pipeta volumétrica -
Pipeta pasteur -
Papel de filtro -
Picnémetro -
Funil simples -
Suporte universal -
Argola -
Jumpers -
Placa de prototipagéo -
Midia biologica -
Cano PVC TIGRE
Caps PVC TIGRE
Bomba peristaltica
Transistor Robocore
Arduino UNO -
Balado de fundo redondo -
Manta térmica -
Condensador -
Agua mineral -
Adesivo Pléastico para PVC TIGRE
Anel de vedacéo TIGRE

A Bomba peristaltica (figura 1) foi utilizada
para realizar a transferéncia da solugdo de
sacarose de um reator para 0 outro sem que a
mesma entre em contato com nenhuma parte do
equipamento, com o fito de evitar contaminacdes.
Para a realizacdo da fermentagcédo a bomba operou
sob regime de 1s de operacdo para 11s em
descanso.

3x5 mm 12V Robocore



Figura 1: Bomba peristaltica Robocore

Fonte: Robocore.

O Arduino possibilitou a programacdo e
controle de fluxo da bomba peristaltica, utilizando-
se da linguagem C++ como base para codificacao.

Figura 2: Arduino UNO

Fonte: Raltronix.

Para arealizacdo dos testes, serdo utilizados
0s reagentes descritos na tabela 2.

Tabela 2: reagentes e suas respectivas formulas quimicas.

Fosfato NazHPO4
Monopotéssico KH,HPO,

Reagente Férmula Molecular
Sacarose C12H22011
Saccharomyces -
cerevisiae
Azul de Metileno C16H1sN5SClI
Alcool Etilico Absoluto CoHsO
Formaldeido C,HsO
Cloreto de Sédio NaCl
Cloreto de Potassio KCl

Fosfato Dissédico

2.2. METODOS
Teste de fluxo da bomba

O teste tem como objetivo analisar o fluxo da
bomba — sendo realizado em diferentes tempos
comandados pelo Arduinode 1s,5s e 60 s —com
0 auxilio de um suporte para segurar a bomba
peristaltica, conectado a duas mangueiras. A
primeira auxilia na transferéncia da agua contida
em um béquer de 50 mL para a bomba, enquanto a
segunda transfere da bomba para um segundo
béquer onde a quantidade de agua transferida foi
medida para cada tempo.

Fermentacéo alcodlica

O sistema é composto por duas torres
de PVC 100 mm x 50 cm contendo quatro caps de
PVC 100 mm (figura 1), em que uma armazenara a
solucdo de sacarose 16%, e a outra as leveduras
junto as midias bioldgicas (material poroso utilizado
no projeto). Foi utilizada uma bomba peristéltica
comandada por um Arduino para bombear o liquido
de uma torre para a outra.

Figura 3: Montagem do sistema

=3

100mm

=

50cm

|

Fonte: Do proprio autor, 2023.

Inicialmente, foi preparada uma solugéo de
2,7 L composta 16% por sacarose e 1% por
levedura, dissolvidas em agua mineral. A mesma
foi adicionada a coluna recheada por midia para a
fixacdo das leveduras. Apos um periodo de 24
horas de fixacdo, a torre foi esvaziada, restando



somente 0s materiais porosos com as leveduras
fixadas. Depois preparou-se 3,7 L de uma solucédo
16% sacarose e completou-se com 84% de agua
mineral.

A solucgédo (2) partiu do reator (1) e passou
pela bomba peristaltica (3), onde o liquido passou
pelas mangueiras (4 e 5) e foi bombeado durante
um periodo de 24 horas. Apds o periodo, o liquido
terminou na reator com as midias biologicas (6),
onde ocorreu a fermentacdo. Apés o término da
fermentagdo, a solucdo final foi finalmente
depositada em um béquer (7) para andlise do
resultado, como mostrado na figura 4.

Figura 4: Montagem do sistema

|

Fonte: Do proprio autor, 2023.

Programacao do Arduino

O Arduino foi programado para um fluxo de
pulso que leva 24 horas de funcionamento, onde a
bomba peristéltica bombeia 60 segundos para o
enchimento das mangueiras, logo apés ela
descansa 30 segundos e funciona no ciclo continuo
de 1 s funcionando e 11 s de repouso, e sO é
desligado no término da fermentagdo. Essa
programagéo foi criada para que a solugdo de
sacarose levasse 24 horas para passar pelo tanque
de fermentacéo.

Teste de Adeséao celular

Neste experimento, realizou-se um teste de
adeséao celular para avaliar a eficiéncia da albumina
(clara do ovo) na eficacia da fixagao das células nas
midias bioldgicas. O teste foi conduzido com seis
midias biolégicas em seis béqueres, sendo que trés

deles foram inicialmente preenchidos com 20 mL
de agua mineral (amostra 1) e os outros trés com
20 mL de clara de ovo (amostra 2). As solucdes
foram submetidas a ultrassom por 10 minutos, para
eliminacao de possiveis bolhas de ar nos poros das
midias biol6gicas, e logo ap6s foram transferidas
para 6 tubos de ensaio grande.

Posteriormente, retirou-se solu¢des de agua
mineral e clara de ovo, substituindo-as por 10 mL
da solucdo feita a 16% de sacarose e 1% de
fermento bioldgico (Saccharomyces cerevisiae) a
100mL.

Esta mistura foi deixada na Incubadora a 30
°C por 24 horas. Apds o periodo de incubagéo,
preparou-se 1 L de solucdo tampéo fosfato salino
(PBS), o pH ideal para PBS é geralmente entre 7,2
e74.

Retirou-se aproximadamente 89,2 mL da
solucdo PBS e completou-se com formol no balédo
volumétrico de 100 mL até a marca do menisco,
deixando-a descansar por 25 minutos. Em seguida,
removendo solucdo de PBS+10,8% de formol e
adicionado solucéo fresca de PBS para lavar as
midias biolégicas.

Para o teste de fixagdo do corante, preparou-
se uma solucéo a 0,1% de azul de metileno em 200
mL com a concentracdo 0,0268 mol.L-t. Apos
esvaziar o tubo contendo a solucéo de PBS, sera
adicionado 5 mL da solugdo de azul de metileno
deixando-a em repouso por 25 minutos.

Em seguida, utilizando 5 mL de PBS para
lavarmos trés vezes cada midias dos tubos,
descartar a solucdo de azul de metileno e adicionar
5 mL de etanol (figura 5) e (figura 6).

Figura 5: Amostra 1
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Fonte: Do préprio autor, 2023.



Figura 6: Amostra 2
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Fonte: Do préprio autor, 2023.

ApOs as lavagens com PBS, foram deixadas
descansar por 20 minutos, recolheu-se as
amostras. Foi utilizado filtracdo simples para
separar possiveis resquicios soélidos das solu¢des
(Figura 7).

Figura 7: filtracdo simples

Fonte: Do proprio autor, 2023.

Com a solucéo filtrada, pipetou-se 500 pl
das amostras para um bal&do de 10 mL e completou-
se com etanol, com o auxilio de uma pipeta Pasteur
foi pipetado 1 mL das amostras dos baldes e foram
transferidas para as cubetas para a leitura no
espectrofotbmetro (660 nm). O branco foi
representado pelo etanol (alcool etilico) neste
processo.

Os padrdes de azul de metileno foram
preparados em triplicata em baldes volumétricos de
10 mL em concentracdes de 2,68x10°; 5,36x105;
8,04x105, 10,74x105, 13,4x10° mol.L'1 em
guantidade suficiente de &gua destilada para
completar o menisco, conforme a tabela 3 e figura
8.

Tabela 3: Volumes e concentracdes.

Volumes adicionados aos balbes
Amostras Azulde  Concentracdo

metileno (mol.L1)
(26,8x10
3 mol.L1)
Branco - -
1 100yl 2,68x10°
2 200 yl  5,36x10°
3 300 I 8,04x10°
4 400 yI  10,74x10°
5 500 pl  13,4x10°

Figura 8: Solucdes padrbes

Fonte: Do proprio autor, 2023.

As solucgdes foram transferidas para cubetas
de plastico. Logo apos, fez-se a leitura dos padrées
junto com branco a 660 nm no espectrofotbmetro e
a curva analitica foi obtida.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

e Teste de Fluxo da bomba

Apés a realizacdo do teste de fluxo da
bomba peristaltica, os resultados indicaram um
desempenho eficaz e consistente. A taxa de
bombeamento permaneceu estavel ao longo de
todo o periodo do teste, mantendo-se dentro das
especificagbes previamente estabelecidas.

A integridade das mangueiras Figura 4
(objeto 4 e 5) foi verificada durante o processo, e
ndo foram observados vazamentos ou obstrucdes
que pudessem afetar o fluxo continuo do liquido. A
bomba demonstrou eficiéncia ao transportar a
solucdo do reator (1) para a torre com as midias
biolégicas (6) da mesma figura, cumprindo assim o
seu papel crucial no sistema.



Este resultado positivo no teste de fluxo da
bomba contribui  significativamente para a
confiabilidade e estabilidade do sistema como um
todo, assegurando um fornecimento continuo da
solugédo ao longo do processo.

E importante ressaltar que este teste faz
parte de uma série de verificacdes de qualidade
que visam garantir o funcionamento adequado do
sistema e a obtencdo de resultados consistentes
nas etapas subsequentes do processo.

Figura 9: Montagem do teste de fluxo.

Fonte: Do proprio autor, 2023.

e Curva Analitica do Azul de Metileno

A curva analitica obtida pode ser
observada na figura 11. A curva apresentou boa
linearidade e valor de R2 de 0,9975.

Figura 11: Curva analitica dos padrdes.
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* Adeséao celular

No ensaio de adesdo celular utilizando as
midias previamente tratadas com albumina (clara
de ovo) e sem albumina, os resultados indicaram
gue ndo ha diferenca significativa entre os dois
conforme indica a figura 10. Desta forma, ndo ha a
necessidade de uso da albumina para o
crescimento celular nas midias.

Figura 10: Grafico das concentragdes de
azul de metileno.
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*O gréafico demonstra as concentragdes de azul de
metileno na amostra 1 (com a presenca de
albumina) e a amostra 2 (sem albumina).

* Fermentagao do reator

A solucdo de sacarose que foi passada
no fermentador por 24 horas apresentou
uma densidade de 1,0317 g.cm, indicando que
ainda existe uma parcela de sacarose solubilizada
na solugdo. Apos a destilagdo completa da solugdo
foi identificado uma densidade de 0,9979 g.cm
que representa um volume de 0,22% de alcool na
solucao, a margem esperada sendo de pelo menos
80% de alcool. Considerando que o reator possui
capacidade 3,7 L o volume do etanol produzido foi
de apenas 8,14 mL. As hipoGteses provaveis para
um rendimento tdo baixo foram a falta de um
ambiente com a temperatura controlada, ndo ter
havido tempo hébil para crescimento de um niimero
suficiente de células de levedura e o baixo tempo
de fermentacao.

CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que a montagem do sistema foi
bem-sucedida, porém o0s resultados da
fermentagdo ndo foram satisfatérios devido a
baixissima concentracdo de etanol. O principal
problema encontrado foi a falta do controle da
temperatura dos reatores para uma temperatura
mais confortavel para as leveduras.



O teste de adesdo apresentou resultados
positivos, comprovando que o uso de albumina ndo
afeta a fixacdo das leveduras, tendo 90% de
confianga segundo o teste Q de Rejeicéo de dados
analiticos.

Ao encerrarmos o teste de adesao celular,
reconhecemos que o0s resultados obtidos
apresentam desafios inesperados. A ineficacia da
albumina como substrato para a adesdo celular
levanta questdes cruciais e aponta para a
necessidade de uma andlise minuciosa na busca
por alternativas de fixacao celular.

E imperativo considerar variagdes nas
condicbes experimentais, como concentracdo de
albumina, tempo de incubacdo e caracteristicas
especificas das células em estudo. Além disso,
explorar alternativas de substratos pode revelar-se
crucial para otimizar a adesdo celular e,
consequentemente, o sucesso do experimento.
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APENDICE A — CODIGO UTILIZADO NOS TESTES DE FLUXO DA BOMBA PERISTALTICA

Int pinBomba = 8;
Int pinLED = 13;

Char leitura;

Void setup() {
pinMode(pinBomba, OUTPUT);
pinMode(pinLED, OUTPUT);
digitalWrite(pinBomba, LOW);
digitalWrite(pinLED, LOW);
Serial.begin(9600);

}

Void loop() {

While (Serial.available()) {
Leitura = Serial.read();
Serial.println(leitura);

// Ligar a bomba por 60 segundos para encher as mangueiras
If (leitura == ‘A’) {
digitalWrite(pinBomba, HIGH);
digitalWrite(pinLED, HIGH);
delay(60000);
digitalWrite(pinBomba, LOW);
digitalWrite(pinLED, LOW);
}
// Ligar a bomba por 1 segundo para as medigdes
Else if (leitura == ‘B’) {
digitalWrite(pinBomba, HIGH);
digitalWrite(pinLED, HIGH);
delay(1000);
digitalWrite(pinBomba, LOW);
digitalWrite(pinLED, LOW);
}
// Ligar a bomba por 5 segundos para as medigdes
Else if (leitura == ‘C’) {
digitalWrite(pinBomba, HIGH);
digitalWrite(pinLED, HIGH);
delay(5000);
digitalWrite(pinBomba, LOW);
digitalWrite(pinLED, LOW);
}
// Ligar a bomba por 1 minuto para as medic¢oes
Else if (leitura == ‘D’) {
digitalWrite(pinBomba, HIGH);
digitalWrite(pinLED, HIGH);
delay(60000);
digitalWrite(pinBomba, LOW);
digitalWrite(pinLED, LOW);



}
}

// Adicionar um tempo limite para as leituras do Serial
Delay(100);
}

APENDICE B — CODIGO UTILIZADO PARA O FUNCIONAMENTO DA BOMBA PERISTALTICA

Tudo apds // sao explicagdes do cddigo e ndo séo interpretados pelo Arduino.

// Definig¢Oes das portas para conexao com o Arduino:
int pinBomba = 8; //Bomba ligada a porta 8
int pinLED = 13; //LED nativo na porta 13

char leitura;

void setup() {
// Parametros de inicializa¢ao do sistema: Bomba e LED desligados.
pinMode(pinBomba, OUTPUT);
pinMode(pinLED, OUTPUT);
digitalWrite(pinBomba, LOW);
digitalWrite(pinLED, LOW);

// Comandos de frequéncia Unica: liga a bomba por 60 segundos, para encher as mangueiras,
e entra em modo de espera por 30 segundos.

digitalWrite(pinBomba, HIGH);

digitalWrite(pinLED, HIGH);

delay(60000) ;

digitalWrite(pinBomba, LOW);

digitalWrite(pinLED, LOW);

delay(30000);
}

void loop() {
// Comandos de frequéncia indefinida: liga a bomba por 1 segundo e entra em modo de espera
por 11 segundos.

digitalWrite(pinBomba, HIGH);

digitalWrite(pinLED, HIGH);

delay(1000);

digitalWrite(pinBomba, LOW);

digitalWrite(pinLED, LOW);

delay(11000);



