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Resumo: Este trabalho descreve o desenvolvimento, implementacdo e operacdo de
experimento de acesso remoto (WebLab) baseado em experimento de fermentacdo alcodlica
(producdo de etanol). A producéo de etanol é realizada em um reator (dois litros de volume
util) empregando o microrganismo Saccharomyces cerevisiae na presenca de glicose como
principal fonte de carbono. Durante o processo, o didxido de carbono produzido é enviado
para um tubo hermético, onde este se acumula. O aumento da presséo no interior deste tubo é
monitorado com auxilio de um manémetro digital. VVarios experimentos foram realizados de
modo a calibrar o sistema. Dessa forma foi possivel estabelecer uma relacéo direta da
concentragéo de etanol no meio reacional com a pressao no interior do tubo. Desenvolveu-se
no programa LabVIEW interface grafica para o experimento (WebLab) onde se visualiza
graficamente o valor da pressdo e da concentragdo de etanol. Foi também programado
modelo matematico para simular os perfis da concentracao de células, de glicose e de etanol
ao longo do cultivo. Implementou-se também um simulador para o WebLab, sendo este
disponibilizado na internet. Assim, é possivel simular a realizacdo do experimento em
diferentes condicGes antes da realizacdo da préatica experimental a distancia.
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1. INTRODUCAO

Na ultima década a instalacdo de acessorios para aquisicdo de dados em experimentos
tornou-se pratica comum, devido a reducdo dos custos da instrumentac¢do e da popularizacao
dos computadores. Com os experimentos automatizados e controlados via computador, o
proximo passo foi associar a tecnologia Web. Surgiu, desta forma, os WebLabs ou i-Labs no
final da década passada (i-CAMPUS, 2007). Um WebLab (laboratério de acesso remoto via
Internet) pode ser definido como um laboratério de qualquer ciéncia experimental que pode
ser remotamente acessado e controlado através da Internet. Com isto, ampliou-se o nivel de
interatividade dos ambientes virtuais de ensino-aprendizagem (NEDIC et al., 2003). Em um
WebLab o experimento ¢ realizado através do acesso a um link (endereco eletronico) onde o
experimento encontra-se disponivel. E preciso de um Web browser (programa para “navegar”
pela Internet) e um computador conectado a Internet para ter acesso ao aparato experimental
que se encontra fisicamente instalado em algum laboratorio de ensino ou pesquisa. O
experimento ¢ controlado a distancia e em tempo real.

No estado de Sao Paulo a FAPESP (Fundagdo de Amparo a Pesquisa no Estado de Sao
Paulo), através do projeto KyaTera (programa TIDIA), financiou o desenvolvimento e a
implantacdo de uma rede de fibras Opticas interligando vdrias instituicdes de ensino e



pesquisa. Esta rede opera em velocidade gigabit ¢ conecta os laboratdrios que integram o
projeto original (fibras apagadas, ou seja, conectam-se laboratorio a laboratorio). Os WebLabs
foram desenvolvidos para serem ferramentas colaborativas entre as instituigoes.

Neste trabalho descreve-se o desenvolvimento, implementacdo ¢ operagdo de WebLab
utilizado para realizagdo de experimentos de fermentagao alcodlica em biorreator de bancada
(volume util de dois litros). O experimento foi montado para que se possa remotamente
acompanhar o aumento da concentracdo de etanol na fase liquida através do aumento da
pressdo no interior de tubo de PVC causada pela producdo simultinea de dioxido de carbono
na reagdo. Neste experimento ¢ possivel também visualizar a variagdo da concentragdao de
células e de glicose ao longo do cultivo através de modelo matematico do processo. Foi
desenvolvido também um simulador do experimento (disponibilizado na Internet). Dessa
forma, ¢€ possivel a simulacdo do experimento em diferentes condigdes experimentais antes do
acesso remoto ao experimento real.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

O etanol tem muitas aplicagdes como matéria-prima e solvente sendo utilizado em
grandes quantidades nas industrias quimica, farmacéutica e de alimentos (SHULER E
KARGI, 2002). No Brasil, também ¢ empregado como combustivel alternativo aos
combustiveis fosseis. Na safra 2006/07 foram produzidos 17,5 bilhdes de litros de etanol
(JORNAL CANA, 2008). O etanol pode ser produzido pela rota quimica e bioquimica.
Contudo, a rota bioquimica ¢ a dominante. As leveduras sdo os organismos preferencialmente
empregados para a produgdo de etanol em escala industrial. A levedura Saccharomyces
cerevisiae ¢ o principal organismo usado para producdo de alcool etilico. No Brasil a sacarose
proveniente da cana-de-agucar ¢ a matéria-prima do processo produtivo. A levedura sintetiza
em nivel de parede celular a enzima invertase responsavel pela conversdo da sacarose em
glicose e frutose (hexoses).

2.1 Teoria

No interior das células as leveduras convertem as hexoses (via glicolise) em etanol e
diéxido de carbono, de acordo com a estequiometria (1):

CH,0, —  2CO, +  2C,H,OH (1)

A partir da equagdo (1) observa-se que quantidades equimolares de didxido de carbono e
etanol sdo formadas para cada mol de hexose consumida.

O rendimento tedrico do processo (massa de etanol formado / massa de glicose
consumida) ¢ 0,51. Normalmente subprodutos como glicerol, acido succinico e acido acético
sao produzidos, o que faz com que o rendimento obtido seja da ordem de 90 a 95% do tedrico.
A produgdo de etanol ocorre em ambiente anaerobio (auséncia de oxigénio) e o rendimento
célula/substrato obtido (massa de células formada / massa de glicose consumida) ¢ de 0,12. A
fermentagio ocorre a temperatura (30 - 35 °C) e pH (4 - 6) (SHULER E KARGTI, 2002).



2.2 Cinética do Crescimento Microbiano

Em processos fermentativos que produzem metabodlitos primarios, como ¢ o caso do
etanol, o crescimento celular e a formacao de produto ocorrem simultaneamente. Desta forma,
o crescimento celular e a sintese de produto estdo diretamente relacionados. Assim, a
produgdo de etanol pode ser estimada diretamente da cinética de crescimento celular. Partindo
da hipdtese que a concentracao celular ¢ uma boa medida do sistema enzimatico responsavel
pela conversao do substrato a produto, define-se de forma conveniente a velocidade especifica
de crescimento celular (i) como:

1 4G
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onde: ¢ a variagdo da concentragao celular com o tempo (t).

Viarios modelos cinéticos sdo propostos na literatura para relacionar a velocidade
especifica de crescimento celular (i) com o substrato limitante e, quando conveniente, com
concentragdes de inibidores. Modelo classico foi proposto por Monod (BAILEY e OLLIS,
1986), sendo apresentado na equagao (3).

_ . Cs
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onde: Umax € a velocidade especifica maxima de crescimento celular (Cs >> Kg)
Cs ¢ a concentragao do substrato limitante
Ks ¢ a constante de saturagdo do modelo de Monod

No processo de producdo de etanol, altas concentragdes iniciais de glicose levam a
obtengdo de elevadas concentracdes de produto, o que inibe o crescimento celular e,
conseqilientemente, a producdo de etanol. Varias equagdes relacionando o efeito da
concentragdo do produto (Cp) a velocidade especifica de crescimento celular (p) existem na
literatura. Um dos modelos propostos ¢ apresentado na equacao (4).
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onde: Cp ¢ a concentracao de etanol
Kp ¢ a constante de inibi¢ao pelo produto

Um modelo para o processo de producao de etanol pode ser obtido a partir do balango de
massa para células, glicose e etanol em um biorreator operado em batelada. As equagdes (5),
(6) e (7) apresentam este modelo, composto por trés equacdes diferenciais ordinarias.
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dCq __ Cx
dt Yy s (6)

onde: Yxs € o coeficiente global de conversao de substrato a células

dCP — p-Cy
dt Yy, (7)

onde: Yxp € o coeficiente global de rendimento de células a produto (Yx» = Yx/s/Ypss)

2.3 Descricdo do WebLab

O WebLab foi implementado utilizando equipamento da National Instruments para
aquisicdo dos dados e programa LabVIEW (versdo 8.0) para elaboragdo do programa de
supervisao e controle do processo. Um diagrama esquematico dos equipamentos que compoe
o WebLab ¢ apresentada na Figura 1 (Curraleiro e Badino, 2006).
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Figura 1. Diagrama esquematico do WebLab de fermentagao alcodlica.

A Figura 2 apresenta a tela do programa desenvolvido em LabVIEW (versdo 8.0) para
simulacdo do processo de produgdo de etanol. Nesta tela o usudrio visualiza o aparato
experimental (composto pela dorna de fermentacdo, reator, conectada ao tubo de PVC). A
temperatura do processo ¢ monitorada em um mostrador. O valor da pressao no interior do
tubo ¢ visualizado graficamente. Os valores das concentragdes de células, de glicose e etanol
sdao apresentados também graficamente. O usuario deve fornecer os valores dos parametros
cinéticos (Wmax, Ks, Yxss, Yxp) além das condigdes iniciais utilizadas (concentracao celular, de
glicose ¢ de etanol). O tempo desejado para realizar o experimento deve também ser
fornecido.

O préximo passo consiste em clicar sobre o botdo <INICIAR>. A qualquer momento o
usuario pode parar o experimento, reiniciando a partir do mesmo ponto. Ao término do
experimento, basta clicar sobre o botdo <LIMPAR GRAFICOS> e uma nova simulago pode



ser realizada em diferente condi¢do. Caso o usuario queira sobrepor graficos (experimentos

em diferentes condi¢des), ndo é necessario clicar no botdo <LIMPAR GRAFICOS>.

o ]
»[E][@n] i
- — = . ~ ~
Sistema de ecuuagdes diferenciars: Simulacao do processo de producao de etano/
[macterd
A4S, [ Ha oy
dt PN - Concentragies
do - o - Leveduras [N
2 ['“mx *]cx Temperatura - ciose BN
& B \E+C, —_— E 2 d Etarcl A
By _ L HomC, I, o :Z Cha
& K \E T E 2 w12+
0= 8 B
Parametros cnéticos: g s E &
] ad
Hra [ % 2- e
00045 15 = S - EBiEE
s Ve 0 25 S0 75 100 125 150 175 200 295 250 275 300
0% | 0347 Termpo (min)
Buracéo (min) Pressédo parcial de CO2 —
0.0 -
Levedura®: |30 I | U g E
Glicose: 20.00 vol. de solucéo (L) 2
g 4
Etanol: 0.00 LS =
*em massa seca T 1 [l 1 ] ] ] 1 1 [} 1 ] I
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
Tempa (rir)

Figura 2. Tela do simulador do experimento de produ¢do de etanol implementada no
programa LabVIEW (versao 8.0).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Microrganismo
Foi empregado o microrganismo Saccharomyces cerevisiae — fermento comercial marca

“Fleischmann”, com teor de umidade de 70% em todos os experimentos.

3.2 Meios de Cultura
Os meios de cultura empregados nos experimentos tém as composicdes (em g/L)

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Composi¢ao do meio de cultivo empregado nos experimentos.

Componente Concentragao (g/L)
Glicose 20,0 — 40,0
KH,PO4 5,0

MgSO4'7H20 0,4

Extrato de levedura 3.0
(NH4),SO4 1,8
Anti-espumante ImL/L
H,0 destilada q.s.p.

O pH do meio de cultivo foi ajustado em 4,6 utilizando-se acido sulftrico ou hidroxido
de sodio diluidos. Os meios foram preparados imediatamente antes dos cultivos e, devido a
alta concentracdo de in6culo utilizada (levedura), ao baixo valor de pH e ao curto periodo de
fermenta¢do (aproximadamente 240 minutos), ndo houve necessidade de esterilizacdo dos

mesSmos.



3.3 Métodos Analiticos

Determinacgéo da Concentracdo Celular (Cx)
A concentragdo celular foi avaliada pelo método da massa seca.

Determinacgédo da Concentracéo de Glicose (Cs)

A concentragdo de glicose foi analisada pelo método do DNS (4acido dinitrosalicilico)
(MILLER, 1959).

Determinacgédo da Concentracao de Etanol (Cp)

A concentracdo de etanol foi analisada pelo método de oxidagdo pelo dicromato de
potéssio (JOSLYN, 1970).

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Realizacdo de Cultivos para Determinacédo de Parametros Cinéticos

Foram realizados cultivos para determinacdo de parametros cinéticos do processo. Em
todos os ensaios foram retiradas amostras em intervalos regulares para a andlise da
concentragdo de células, de substrato e de etanol. A Figura 3 ilustra os dados experimentais e

simulados de um dos experimentos realizados. Os valores dos parametros empregados na
simulagdo estdo na Tabela 2.

Concentragao celular (g/L)
Concentragéao de glicose (g/L)

Tempo (horas) Tempo (horas)

Concentracao de etanol (g/L)

T T T T T T T T
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Figura 3. (A) Concentragao de células, (B) concentracao de glicose e (C) Concentragdo de
etanol, ao longo do experimento 6.



A partir dos valores experimentais, procedeu-se a determinagdo do coeficiente de
conversao célula/substrato (Yxss) e da velocidade especifica maxima de crescimento celular
(Umax). As Figuras 4 e 5 apresentam os graficos elaborados para determinacdo destes
parametros.
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Figura 4. Grafico para determinagdo de Yxss.
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Figura 5. Grafico para determinagao de pimax.

A Tabela 2 apresenta os valores dos parametros Yx/s € Wmax Obtidos nos experimentos
realizados.

Tabela 2 — Valores experimentais dos parametros Yx/s € Lmax-

Experimento 1 Ce0=20,0g/LeCy=13g/L
Yxs (g/g) 0,12
Kmax (h-l) 0926
Experimento 2 Cs0=40,0 g/l e Cxo=6,0 g/L
Yxus (g/2) 0,08
Himax (W) 0,16
Experimento 3 Cs0=30,0 g/L e Cx0=4,0 g/L
YX/S (g/g) 0,14
Mmax (h-l) 0923
Experimento 4 Cs0=30,0 g/L e Cyp=4,0 g/L
YX/S (g/g) 0,1 1
Himax (h™) 0,21




Experimento 5 Cs0=30,0 g/ e Cyo=4,0 g/L
Yxus (g/2) 0,13
Hunax (™) 0,29
Experimento 6 Cs0=20,0 g/L e Cyp=1,0 g/L
Yxs (g/g) 0,098
Mmax (h-l) 073 1
Yp/s (g/g) 0,34

Os valores obtidos para o coeficiente de conversao célula/substrato (Yxis) € para a

velocidade especifica maxima de crescimento celular (Umax) estdo proximos daqueles
encontrados na literatura (BADINO E HOKKA, 1999).

4.2 Influéncia do Aumento da Pressdo na Producédo de Etanol

A influéncia da pressdo na formacdo de etanol foi investigada. Os resultados da
concentragdo de etanol obtida em cultivos realizados sem pressurizagdo foram comparados
com resultados de cultivos realizados com pressurizacdo do reator. O grafico da Figura 6
apresenta esta comparagdo. Foram comparados os experimentos realizados em condi¢des
experimentais semelhantes (experimento 2 com experimentos 4 e 5; e experimento 1 com
experimento 6).
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Figura 6. Comparagdo da concentragdo celular em cultivos sem pressurizagdo (experimentos 1
e 2) com a concentragdo em cultivos com pressurizagdo (experimentos 4, 5 e 6).

A partir da Figura 6 ¢ possivel concluir que a pressurizagdo ndo teve influéncia na
producdo de etanol nas condi¢des experimentais avaliadas.

4.3 Estimativa da Concentracéo de Etanol a partir da Pressao

Para obter uma relacdo entre a concentragdo de etanol produzida (presente na fase
liquida) e a pressdo gerada no interior do tubo de PVC elaborou-se o grafico da Figura 7. Foi



ajustada uma equacao (curva de calibragao para o sistema) relacionando a pressdo com a
concentragdo de etanol em cada instante (equagao 8).
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Figura 7. Grafico da concentracao de etanol versus a pressao no interior do tubo de PVC ao
longo do experimento.

CP,estimado (g/L) = 0’0082 ’ P (8)
onde: Cp estimado ¢ a concentracao estimada de etanol (g/L)
P ¢ a pressdao (mmH,0)

A concentracdo de etanol referente ao didéxido de carbono (CO,) gerado e acumulado na
fase gasosa (interior do tubo de PVC) foi determinada utilizando a equagdo dos gases ideais,
para calcular o nimero de mols de CO; no interior do tubo de PVC, e supondo quantidades
equimolares de etanol e CO, gerados na fermentacao.

— P VPVC MMEtanol
CP’eStimadO (g/L) - R : T Vmeio cultivo (9)
onde: P ¢ a pressdo no interior do tubo de PVC (m.c.a)
Vrve ¢ 0 volume do tubo de PVC (cm3 )
R ¢ a constante dos gases ideais (847,37 m.c.a cm’ - mol™ - K
T ¢ a temperatura (K)
MMEanol ¢ a massa molar do etanol (g - gmol'l)

Vincioculivo ¢ 0 volume do meio de cultivo (cm”)

A Tabela 3 apresenta os resultados de concentragdo de etanol calculada (Cp estimado)
utilizando-se a equagdo (9) e os valores de concentragdo de etanol experimental (Cp) obtidos
em analise quimica empregando o método da oxidacdo pelo dicromato de potassio
(experimento 6).



Tabela 3 — Concentragdes de etanol experimental e calculada pela equagao (9).

Tempo (horas) | P (mmH,0) Cr (g/l) Cp estimado (g/L)
0,0 0 0,137 0,010
0,5 37 0,275 0,163
1,0 97 0,275 0,415
1,5 180 1,923 0,771
2,0 257 3,023 1,109
2.5 514 4,671 2,235
3,0 743 5,221 3,265
3,5 949 6,045 4,219
4,0 1008 6,595 4,537

4.4 WebLab do Experimento

A Figura 8 ilustra a primeira tela do WebLab desenvolvido. Nesta tela o usuario fornece
os valores das concentragdes iniciais de célula, glicose e etanol (estes valores sdo a condi¢ao
inicial para integracdo das equacdes diferenciais ordinarias referentes aos balangos de massa,
equagdes 5, 6 e 7; a integracdo ¢ realizada no préprio LabVIEW).

Figura 8. Primeira tela do WebLab de fermentagao alcodlica.

Assim que a dorna ¢ inoculada ¢ possivel acompanhar a variacdo da pressao no interior
do tubo de PVC (experimental e simulada), conforme ilustra a Figura 9. O valor simulado ¢
obtido a partir da equacdo (9). Nesta equagdo obtém o valor da pressdo a partir do valor
simulado da concentragao de etanol no meio de cultivo (integrag@o do sistema composto pelas
equagdes 5,6 ¢ 7).

A Figura 10 apresenta a simulacdo da concentra¢do celular, de glicose e etanol durante o
experimento.
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Figura 9. Simula¢@o e monitoramento em tempo real do valor da pressdo no interior do tubo de PVC.
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Figura 10. Simulagao dos valores da concentracao celular, de glicose e etanol a partir das

condicoes iniciais assumidas.

5. CONCLUSOES

Neste trabalho apresentou-se o desenvolvimento, implementacdo e operacao remota de

WebLab onde se realizam experimentos de fermentacao alcodlica.

A implantacdo de WebLabs torna possivel o compartilhamento de experimentos por
diferentes institui¢des de ensino, permitindo que os estudantes possam ter uma formacao mais
homogénea (nem todos laboratérios dispdem do mesmo conjunto de praticas experimentais).
O uso de WebLabs permite explorar o grande potencial de novas ferramentas de ensino
voltadas para a Internet. O simulador desenvolvido mostra-se adequado para ser utilizado

como uma ferramenta de treinamento antes da realizacdo da atividade experimental.

O experimento mostrou-se adequado para ser operado remotamente. E adequado como
atividade de pratica laboratorial devido ao tempo de duragdo (aproximadamente quatro horas;
este tempo pode ser reduzido aumentando-se a concentragao celular do indculo). Encontra-se

disponivel para acesso dos demais laboratorios participantes do projeto KyaTera.



Agradecimentos

Os autores agradecem a FAPESP (Fundag¢do de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo) pelo auxilio financeiro para realizacdo deste projeto (Processos 03/08155-1 e
05/01377-4).

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BAILEY, J. E.; OLLIS, D. F. Biochemical Engineering. New York, USA: Academic Press,
2006.

BADINO, A.C.; HOKKA, C.O. Laboratory Experiment in Biochemical Engineering: Ethanol
Fermentation. Chemical Engineering Education, v. 33(1), p. 54, 1999.

CURRALEIRO, R. G.; BADINO, A. C. Sistema para Execu¢do Remota e Monitoramqnto de
Experimento de Fermentagio Alcodlica. In: CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA,
2, 2006, Sao Carlos. Anais. Sdo Carlos: UFSCar, 2006. P. 348.

1-CAMPUS. Citagdo de referéncias e documentos eletronicos. Disponivel em:
<http://icampus.mit.edu/spotlights/iLab.shtml> Acesso em 06 junho 2008.

JORNAL CANA. Citacdo de referéncia e documentos eletronicos. Disponivel em:
<http://www.jornalcana.com.br/Conteudo/Conheca%200%20Setor.asp>. Acesso em 06 de
junho de 2008.

JOSLYN, M.A. Methods in Food Analysis. New York, USA: Academic Press, 1970.

NEDIC, Z.; MACHOTKA, J.; NAFALSKI, A. Remote Laboratories Versus Virtual and
Real Laboratories. Mawson Lakes, USA, 2003. Disponivel em
<http://fie.engrng.pitt.edu/fie2003/papers/1077.pdf>. Acesso em 06 de junho 2008.

SHULER, M. L.; KARGI, F. Bioprocess Engineering — Basic Concepts. Upper Saddle
River, New Jersey, USA: Prentice Hall PTR, 2002.

MILLER, G. L. Use of the Acid Dinitrosalicilic for Determination of Reducing Sugar.
Analytical Chemistry, v. 31, p. 426-431, 1959.

WEBLAB: ALCOHOLIC FERMENTATION

Abstract: This work describes the design, implementation and internet remote operation of
WebLab based on alcoholic fermentation (ethanol production). The ethanol production is
carried out in a vessel (two liter working volume) employing Saccharomyces cerevisiae
microorganism. Glucose is used as main carbon and energy source. During the process, the
carbon dioxide produced is sent to a hermetically sealed PVC tube. The pressure increase is
monitored by means of a digital manometer. Various experiments were conducted in order to
calibrate the system. It was possible to establish a direct relation between ethanol
concentration in the liquid phase and the pressure inside the tube. A program was



http://www.jornalcana.com.br/Conteudo/Conheca%20o%20Setor.asp
http://fie.engrng.pitt.edu/fie2003/papers/1077.pdf

implemented in LabVIEW (graphical interface) for the WebLab. In this program it was
possible to monitor the pressure inside the PVC tube and the ethanol concentration in the
medium during the process. A mathematical model was implemented to infer the cell, glucose
and ethanol concentration during the production process. A simulator was developed for
training purpose. Therefore it can be possible to simulate the experiment in different
conditions before to access and to carry out the WebLab experiment.

Key-words: Remote experiment, i-Lab, Ethanol, Simulator, Bioprocess.



	Gabriel C. Fonseca; Giann B. Reis; Roberto C. Giordano; Alberto C. Badino;Antonio J. G. Cruz
	1 Universidade Federal de São Carlos, Departamento de Engenharia Química
	Rodovia Washington Luis (SP 310), km 235, Bairro Monjolinho
	CEP 13565-905 – São Carlos – São Paulo
	ajgcruz@ufscar.br
	Componente
	Experimento 1
	Tempo (horas)
	P (mmH2O)
	CP (g/L)
	CP,estimado (g/L)
	Agradecimentos




