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RESUMO

Em escala mundial o Brasil se destaca sendo um dos maiores produtores de etanol,
que por sua vez se trata de uma fonte de energia renovavel importante para minimizar
os problemas relacionados as emissdes de gases do efeito estufa. A maior parte do
etanol produzido no pais origina-se a partir da fermentagéo utilizando cana-de-agucar
como fonte de carbono, a uma concentragdo em torno de 180 g.L™", resultando ao final
do processo fermentativo em baixas concentrag¢des de etanol no vinho. A fermentacao
VHG por proporcionar uma condi¢do com altissima carga de agucares, acima de 250
g.L", visa obter uma concentragdo final de etanol mais elevada em relagdo as
fermentagdes convencionais. Neste contexto, o presente trabalho apresenta
propostas estratégicas com o objetivo de avaliar o efeito da redugdo da temperatura
do meio durante a producéo de etanol por fermentacido VHG em batelada alimentada.
Foram avaliadas as fermentagcées VHG conduzidas em temperaturas constantes de
28, 30, 32, 34 e 36 °C empregando mosto com uma concentragéo de substrato de 250
g.L', as quais resultaram em dados experimentais de concentragdo celular,
concentragdo de substrato e concentragcdo de etanol. A partir disto, foi possivel
desenvolver a modelagem matematica que representa o processo fermentativo em
condi¢gdo VHG em modo batelada alimentada e realizar a estimativa de parametros
cinéticos do modelo hibrido de Andrews-Levenspiel. Os parédmetros (pp,ax 1, Ks, €
Cemax ) foram escritos em fungcéo da temperatura e, foram empregados nas simulagdes
computacionais para avaliar a estratégia de redug¢ao abrupta (degrau) da temperatura
durante o processo fermentativo em VHG. Posteriormente, foi determinada a redug¢ao
da temperatura através de dois e trés degraus. O emprego da estratégia de reducéo
da temperatura durante a fermentacao alcodlica em batelada alimentada possibilitou
o uso de mosto com concentragdo de ART de 265,12 e 283,62 g.L™', gerando uma
concentragéo de etanol de 111,32 e 118,14 g.L™', o que significa um aumento de 11,69
% e 23,31% comparado a concentracao final de etanol obtida nas fermentacdes com
263,50 g.L-! a temperatura constante de 34 °C e 36 °C.

Palavras-chave: Etanol, fermentacdo VHG, degrau de temperatura.



ABSTRACT

On a global scale, Brazil stands out as one of the largest producers of ethanol, which
in turn is an important source of renewable energy for minimizing problems related to
greenhouse gas emissions. Most of the ethanol produced in the country comes from
fermentation using sugar cane, at a concentration of around 180 g.L™", resulting in low
concentrations of ethanol in the wine at the end of the fermentation process. VHG
fermentation, by providing a condition with a very high sugar load, above 250 g.L™,
aims to obtain a higher final ethanol concentration compared to conventional
fermentations. This work presents strategies with the objective of evaluating the effect
of reducing the temperature of the medium during ethanol VHG fermentation in fed-
batch. VHG fermentations were carried out at constant temperatures (28, 30, 32, 34
and 36 °C) using must with a substrate concentration of 250 g.L™', which resulted in
experimental data on cell concentration, substrate concentration and ethanol
concentration. It was possible to develop the mathematical model that represents fed-
batch ethanol fermentation under VHG conditions. The kinetic parameters of the
Andrews-Levenspiel hybrid model were obtained. The parameters (W qxn, Ks, €
Cemax) Were written as a function of temperature and were used in computational
simulations to evaluate the strategy of abrupt (step) temperature reduction during the
VHG fermentation. Subsequently, the temperature reduction was evaluated through
two or three steps. The use of the temperature reduction strategy in fed-batch ethanol
fermentation allowed the use of must with ART concentrations of 265.12 and 283.62
g.L", generating an ethanol concentration of 111.32 and 118.14 g.L™", which means an
increase of 11.69% and 23.31% compared to the final ethanol concentration obtained
in fermentations with 263.50 g.L-! at a constant temperature of 34 °C and 36 °C.

Keywords: Ethanol, VHG fermentation, temperature step.
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1. INTRODUCAO

O etanol combustivel, também conhecido como alcool etilico ou bioetanol,
€ um tipo de alcool constituido pela férmula CoHsOH. Existem duas variantes na
producao industrial do etanol, o etanol hidratado, o qual é resultante direto da
coluna de destilagao, apresenta cerca de 5% de agua em seu volume, enquanto
o etanol anidro, que contém aproximadamente 0,5% de agua, € obtido do etanol
hidratado em que carece de um processo posterior a destilacdo para a diminuir
a quantidade de agua em seu meio (HORII 1999; UNICA, 2007; BNDES, 2008).

O Brasil € o segundo maior produtor de etanol do mundo, atingindo cerca
de 26,2% da produgao mundial na safra de 2021/2022, ficando atras dos Estados
Unidos, o qual, também ocupa o primeiro lugar em produgao, sendo responsavel
por quase 55% da producéo global (ANP, 2022; VIDAL, 2022; VIDAL, 2024). No
Brasil, na safra de 2022/2023, a regido nordeste foi responsavel por cerca 6,7%
do total de etanol produzido a partir da cana-de-agucar no pais (CONAB, 2023).
Alcangcando 1,87 bilhdes de litros, com destaque para o estado de Alagoas,
responsavel pela producdo de aproximadamente 4459 milhdes de litros
(CONAB, 2023; VIDAL, 2024).

Nas destilarias, o teor de etanol (8-11% v.v'") alcangado no vinho apos a
fermentacgao € considerado baixo, isso implica na utilizagcdo de equipamentos de
grandes volumes, o que demanda a utilizacdo de baixas concentragdes de
agucares (~180 g.L™') no mosto no inicio do processo fermentativo, a fim de obter
um bom tempo de consumo total dos agucares e respectiva conversdo em etanol
(TAYLOR et al., 1995). Ainda, no momento em que ocorre a destilagdo do vinho
fermentado faz-se necessario o uso de quantidade de vapor consideravel, sendo
2,5 vezes maior do que o volume obtido de etanol em kg, isto, em decorréncia
do baixo percentual de etanol presente no vinho. (EZEJI et al., 2003; MOHANA
et al., 2009; MORANDIN et al., 2011).

Ao final da destilagdo € gerado um grande volume de vinhaga (10-15
vezes 0 volume de etanol produzido), um residuo com elevada demanda

bioquimica de oxigénio e rico em minerais, como potassio, calcio, magnésio,
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nitrogénio e fosforo (AMORIM et al., 2011; MOHANA et al., 2009). Esse
excessivo volume de vinhaga gerado resulta em elevados gastos com transporte
ao campo para utiliza-la como fertilizante na lavoura de cana (LUZ, 2005; SILVA,
2012).

Uma alternativa para contornar esses problemas existentes no processo
fermentativo € obter um vinho com elevado teor alcodlico (MAIORELLA;
BLANCH; WILKE, 1983). Uma forma de aumentar o teor alcodlico no vinho é a
adogao da fermentagdo empregando altissima concentragdo de agucar no
mosto, técnica conhecida como fermentagdo Very High Gravity - VHG. As
fermentagdes em altissima gravidade fazem uso de concentragbes de agucares
superiores a 250 g.L"' (BAl; ANDERSON; MOO-YOUNG, 2008). A adogio da
fermentagdo com a tecnologia VHG permite alcangar mais de 15% (v.v'') de
etanol no vinho fermentado, permitindo uma maior producdo de etanol sendo
caracterizado por ndo modificar radicalmente as configuragdes fabris presentes
(CRUZ, 2019).

No entanto, o aumento do teor alcodlico do vinho leva a uma maior
toxicidade para a levedura, podendo tornar mais lento ou até provocar a parada
do processo fermentativo (LIMA, et al., 2001). Esse efeito toxico do etanol na
levedura é intensificado em temperaturas acima de 28°C (AMORIM, et al.,
1996).0s estudos de fermentac&o alcodlica sobre o efeito de temperaturas
baixas (na faixa de 26 a 30 °C) com o objetivo de obter vinhos com teor alcodlico
elevados, sdo causados pelo aumento da resisténcia da levedura ao etanol em
baixas temperaturas, e possibilitaram a conducédo de fermentagées com maior
concentragdo de agucares no substrato (RIVERA et al. 2007; VELOSO et al.
2019; CRUZ et al. 2021)

Neste estudo propde-se um processo empregando altas concentragdes
de agucar no mosto (tecnologia VHG), visando obter um vinho com elevado teor
alcodlico (superior a 13 °GL). Dessa forma, a fermentagao alcodlica em batelada
alimentada em condi¢cdo VHG sera realizada juntamente com uma estratégia de

redugcdo da temperatura do meio durante o cultivo. Assim, espera-se um
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aumento da producgao de etanol e as redu¢des do volume de vinhaga gerado e
do gasto energético na etapa de destilagao, devido a obtengdo de um vinho com

alta concentracao de etanol.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

A presente dissertagdo tem como objetivo geral avaliar o efeito da

reducao da temperatura do meio no desempenho do processo fermentativo,

durante a producao de etanol por fermentacdo VHG em batelada alimentada.

2.2 Objetivos Especificos

v

Avaliar a conducédo da fermentagcdo VHG em batelada alimentada em
temperaturas constantes.

Desenvolver a modelagem matematica do processo fermentativo em
condicdo VHG em modo batelada alimentada.

Realizar a estimativa dos parametros cinéticos a partir de dados
experimentais obtidos em diferentes temperaturas.

Avaliar, por meio de simulagdes computacionais, diferentes estratégias de
reducdo abrupta (degrau) da temperatura durante o processo
fermentativo em VHG.

Validar experimentalmente as melhores condi¢gdes definidas na etapa de

simulagao do processo.



20

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Etanol como biocombustivel no Brasil

A crescente preocupagao com os problemas ambientais relacionados as
emissdes de gases de efeito estufa decorrentes do uso dos combustiveis fosseis,
tem aumentado a busca por fontes alternativas de combustiveis renovaveis
(KECHKAR et al., 2019; SAYED et al.,, 2017). Neste cenario, o etanol se
apresenta como uma fonte de energia renovavel e altamente sustentavel,
gerando uma quantidade menor de poluentes quando comparado aos derivados
do petréleo (BAI et al., 2008; WHEALS et al., 1999).

O etanol apresenta caracteristicas fisico-quimicas que contribuem para
uma combust&do mais limpa, quando comparada a gasolina e ao 6leo diesel, além
de proporcionar um bom desempenho nos motores. Diferente dos outros
combustiveis, o etanol possui em sua composi¢cao apenas carbono, hidrogénio
e oxigénio. Assim, em sua combustdo ndo ocorre a geragcdo de dioxido de
enxofre (liberado pela queima de combustiveis fosseis), além de também
apresentar menores emissdes de mondxido de carbono e hidrocarbonetos
(UNICA, 2007; SAO PAULO, 2014). Em 26 de dezembro de 2017, a RenovaBio
(Politica Nacional de Biocombustiveis) foi instituida pela Lei 13.576, que
incentiva a produgdo de biocombustiveis no pais, além de contribuir para a
participacdo competitiva de varios biocombustiveis no mercado nacional, e
também dentre outros objetivos, apoia a reducdo de emissbes de gases
causadores do efeito estufa (VIDAL, 2021, 2024).

A gasolina C, caracterizada pela adicdo de etanol anidro em sua
composi¢ao, € 0 unico tipo para ser distribuido em todo Brasil para
abastecimento de veiculos automotores. A gasolina A, denominada gasolina
pura, a qual € produzida em centros petroquimicos e refinarias, é sujeita a
inclusdo de etanol anidro (numa proporgéo aproximada de 27% em volume)
pelas distribuidoras de combustiveis para elaboragdo da gasolina C. Em 2022
os niveis produtivos de etanol anidro ultrapassaram 11 bilhdes de litros. O etanol

hidratado, por sua vez, € utilizado prontamente como biocombustivel para
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abastecer os veiculos automotores movidos a etanol ou com motor Flex-Fuel. A
estimativa de produgao para a safra de 2023/2024 chega a quase 19 bilhdes de
litros de etanol hidratado (UNICA, 2007; ANP, 2022; BRASIL, 2022; CONAB,
2023).

3.1.1 Matérias primas para a producao de etanol no Brasil

No Brasil, a maior parte do etanol produzido origina-se a partir da
utilizacdo da cana-de-agucar como matéria-prima, diferente de outros paises que
fazem uso da hidratacédo do etileno e/ou utilizam cultivares amilaceos como o
trigo, arroz, mandioca, beterraba e milho, este ultimo sendo a principal fonte de
matéria-prima dos Estados Unidos para a producéo de etanol (RAJAGOPAL et
al, 2007; MILANEZ et al., 2008). Entretanto, nas ultimas safras brasileiras,
principalmente na regido Centro-Oeste, o milho vem ganhando destaque como
fonte de matéria-prima para fabricagéo do etanol, chegando a representar 13,4%
da produgéao do pais (VIDAL, 2022).

Ainda, entre todas as formas de produgdo de etanol, a rota de
fermentacgao utilizando cana-de-agucar como matéria-prima € a mais utilizada no
Brasil, uma vez que, esse método produtivo influencia diretamente nos custos
de produgéo das destilarias brasileiras (PACHECO, 2011; VIDAL, 2022). A partir
de diversos fatores relacionados as regides de cultivo, as variagdes dos tipos de
solo e as diversas variedades de cana-de-acucar disponiveis possibilitam o
cultivo dessa planta em diversas areas do pais (BASSO et al. 2011).

Além da utilizacdo do caldo de cana-de-agucar nas fermentacdes para
obtencao de etanol de primeira geracao (1G), o melago de cana € uma opgéao de
matéria prima também utilizada nas destilarias brasileiras. Esse subproduto &
derivado do processamento do agucar (CORTEZ et al., 1992). A sua aplicagéo
nas fermentagdes é justificada principalmente por se tratar de um composto rico
em carbono, além de apresentar baixo custo. Apresenta em sua composicao
sacarose (30-40%), glicose (7-9), frutose (5-12%), cinzas (7-15%), compostos
nitrogenados (2-8%) e acidos nao nitrogenados (2-8%) (TECLU et al., 2009).
Essas concentragdes podem variar de acordo com o tipo da cana-de-acucar,
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local de plantio e métodos de obtencéo do acgucar, influenciando a composicéo
e a qualidade do melago obtido (COSTA et al., 2012; Ql et al., 2018).

3.2 Biorreator STR em sistemas de fermentacgao

O uso de biorreatores em processos fermentativos apresenta grandes
vantagens, tendo em vista a condugdo do processo bioldgico sobre condigbes
ambientais controladas, por se tratar de um sistema fechado em que se pode
integrar instrumentagcdo (sensores de pH, temperatura, aeragdo, pressao,
alimentagdo etc.) visando controlar, conter e influenciar de forma positiva as
reagdes do meio (KAUR e SHARMA, 2021).

Figura 3.1 — llustrag&o do biorreator STR. (Fonte: TONSO et al., 2021)

O biorreator agitado mecanicamente, também conhecido como Biorreator
STR (sigla do inglés “stirred tank reactor” - STR), pode ser utilizado na auséncia
ou presenca de células vivas. O Biorreator STR é o mais utilizado na industria,
dentre a grande variedade de biorreatores existentes (ex.: reatores:
pneumaticos, leito fixo, membranas planas, entre outros). O STR é classificado
como reator de fase aquosa, onde a fermentagao acontece de forma submersa,

em que, sua dimensao varia a depender da demanda requerida. O Biorreator
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STR (Figura 3.1) pode ser composto por um tanque cilindrico com altura 2-3
vezes maior que o didmetro, agitador acoplado de turbinas em seu eixo central,
chicanas em seu interior tendo em vista melhorar a homogeneizacéo e impedir
a formacéao de vortice em meio a agitagao, podendo ainda, apresentar aspersor
com intens&o de promover aeragédo por meio de injecdo de gas. As dimensdes
bem como os tipos de instrumentos auxiliares podem variar a depender da
escala do reator e também em relagdo ao tipo do microrganismo (ZHONG, 2011;
SCHMIDELL e FACCIOTTI, 2001; TONSO et al., 2021).

3.3 Formas de conduc¢ao dos Processos Fermentativos

A conducdo de um processo fermentativo depende principalmente das
caracteristicas do microrganismo e tipo de meio de cultivo, tendo em vista o
produto de interesse ao longo do processo. Os resultados obtidos a partir da
fermentagdo também sdo decorrentes das metodologias empregadas para
geragdo de produtos. Em um processo fermentativo tipico, em batelada, o
microrganismo de interesse e o meio de cultivo (contendo nutrientes adequados
as necessidades nutricionais das células) sado adicionados a um biorreator no
inicio do processo, no qual com o passar do tempo a fermentagao resulta no
aumento de massa celular e, a depender do caso, geragcdo de metabolitos de
interesse (SCHMIDELL et al., 2001).

O processo em batelada, também conhecido como descontinuo, € um
regime de fermentagdo em que o volume do biorreator é constante do inicio ao
término da fermentacéo, onde ndo ocorre a saida ou entrada de substancias do
biorreator (TOSETTO, 2002). Em relagcdo a problemas com contaminagédo, a
batelada € considerada um processo seguro de fermentagdo, uma vez que,
antes de iniciar a fermentagéo € indicado realizar esterilizagdo do reator e do
meio de cultivo, para entdo inserir um novo inoculo. Sdo empregadas diferentes
medidas de controle para garantir a auséncia de agente contaminantes, a
depender do microrganismo e do produto de interesse (SCHMIDELL et al., 2001;
TONSO, et al., 2021).
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A batelada alimentada (ilustrado na Figura 3.2) é outro exemplo de
conducgao do processo fermentativo. A principal caracteristica desse processo €
que difere da batelada em termos de volume de trabalho constante. Nesta,
ocorre variagdo de volume (V) no decorrer do tempo de fermentagdo de acordo
com a vazao de alimentagdo (F). Essa alimentagdo € composta pelo meio de
cultivo, podendo também apresentar variagao de fluxo ou ser constante, ou seja,
o volume de trabalho do biorreator vai aumentar com o passar do tempo até o
término da alimentagcdo. A batelada alimentada possibilita controle da
concentragdo do substrato no meio fermentativo em razdo da vazao (F) de
alimentacgéao, possibilitando direcionar o metabolismo do microrganismo para rota
metabdlica de interesse, visando a geragédo de produto (CARVALHO e SATO,
2001; LIMA, 2004; TONSO et al., 2021).

mosto \_ | A

Figura 3.2 — llustragéo do processo de batelada alimentada. (Fonte:
CARVALHO e SATO, 2001)

O reciclo de células integrado a condugao de processo requerido (seja em
batelada, batelada alimentada ou continuo), € uma alternativa que estimula o
aumento da eficiéncia da fermentagdo. Quando o microrganismo possui
caracteristicas que permitem o seu manejo, ao término da fermentagdo o mosto
€ submetido a separacao de células por sedimentagao ou centrifugac¢ao e o caldo
fermentado € direcionado as operagdes unitarias de recuperagdo do produto.
Essa estratégia de operacédo provoca a reducédo de tempo e custos gastos na
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preparagcdo de um novo concentrado de inoculo que esteja adaptado ao meio
(CARVALHO e SATO, 2001; LIMA, 2004; TONSO et al., 2021).

O processo de fermentativo continuo (ilustrado na Figura 3.3) apresenta
vazdes volumétricas (F) constantes na alimentagdo de substrato e saida de
mosto, de modo que durante o processo nao ocorre variagao de volume.
Caracteriza-se por apresentar longos tempos de operagdo em estado
estacionario, com concentragdo de substrato limitante, células e produto
permanecendo constantes no decorrer da fermentagcdo (SCHMIDELL e
FACCIOTTI, 2001; TONSO et al., 2021). Na fermentagdo continua € necessario
estabelecer um fluxo continuo através do reator, e pode ocorrer com reatores em
série, este ultimo sendo caracterizado pela alimentagcdo de um dado reator ser a
vazao de saida do reator anterior (SCHMIDELL et al., 2001; TONSO et al., 2021).

X S, P

Figura 3.3 — llustrag&o do sistema continuo (X, S e P sendo
concentracdes de células, substrato e produto no reator e Xo, So € Po referentes
a tais concentra¢cdes no meio de alimentagdo) (Fonte: SCHMIDELL e
FACCIOTTI, 2001)

A maior parte das usinas brasileiras produtoras de etanol fazem o uso de
mosto formado por misturas de caldo de cana-de agucar e melago (em diferentes
propor¢des), a fim de atingir a concentracdo ideal de agucares fermentaveis de
cerca de 20 °Brix (~180 g.L') (BASSO et al, 2011; VIDAL, 2022).
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Aproximadamente 80% das usinas de etanol do Brasil fazem uso do processo
fermentativo em batelada alimentada, ao passo que apenas 20% operam com o
modo continuo, em todas elas realizam o reciclo de leveduras (BASSO et al.,
2021). Nas destilarias, o processo fermentativo em batelada alimentada ocorre
fazendo o uso varios de tanques (dornas), em temperaturas entre 32 e 35°C num
intervalo de tempo de fermentacdo que varia entre 6-12 horas até que se
conclua o processo fermentativo. Diante disso, a produgao de etanol tem como
consequéncia baixos valores de concentragédo de etanol no vinho entre 8 e 12%
(v.v-1) (WHEALS et al., 1999; AMORIM et al., 2011; BASSO et al., 2021).

3.4 Variaveis que afetam a Produgao de Etanol

3.4.1 Microrganismo

Dentro do reino dos fungos, diferindo dos mofos e bolores que, em sua
maioria, se tratam de organismos multicelulares, as leveduras se manifestam
predominantemente como organismos unicelulares (SANTIN, 1996). Sao
capazes de utilizar diferentes fontes de carbono e energia para o seu
desenvolvimento, onde a selegdo por certo tipo de nutriente influencia na
diversidade de espécies em diferentes nichos (FERNANDES, 2008). Por
realizarem a producdo de alcool por via fermentativa, as leveduras sdo os
microrganismos mais importantes no ponto de vista econémico, com destaque
para a Saccharomyces cerevisiae (GASPARINI, 1986). Esta se trata da espécie
de levedura pertencente ao Dominio Eukarya, Reino Fungi, Filo Ascomycota,
Classe = Hemiascomycetes, Ordem  Saccharomycetaceae e Género
Saccharomyces (TORTORA, et al., 2012).
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Figura 3.4 — Imagem da levedura Saccharomyces cerevisae. (Fonte:
Everaldo Rodrigues, https://blogeditoradaunicamp.com/2021/10/21/0-papel-da-
levedura-na-historia-da-humanidade/)

Esta levedura pode ser cultivada na presenga ou auséncia de oxigénio,
apresentando distingdes quando submetidas as mesmas. Com a presencga de
oxigénio, na respiragdo, ocorre a oxidagdao dos nutrientes para a manutengao
substancial das necessidades vitais da célula, proporcionando aumento da
massa celular com o aumento da fungao multiplicativa. Na auséncia de oxigénio
livre, 0 aumento da massa celular é reduzido propiciado pelo aumento da fungao
fermentativa, que direciona o metabolismo ao consumo da fonte de carbono para
producao de alcool e didxido de carbono. Ainda, a depender da quantidade de
oxigénio presente no meio e a sua disposicdo a célula, a respiragdo e
fermentagao podem coexistir em meio ao cultivo (GASPARINI,1986; BAEYENS
et al., 2015).
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Figura 3.5 — Via metabdlica da fermentagao alcodlica pela levedura
Saccharomyces cerevisiae. (Fonte: RODRIGUES, 2019 — Adaptado)

A Saccharomyces cerevisiae é comumente utilizada na fermentacéo
alcodlica, realizando a conversdo de agucares presentes no mosto para a
producéo de etanol em diversos processos fermentativos, como vinho, cerveja,
pao, cachacga e combustiveis. Na produgao de etanol em escala industrial, essa
levedura se destaca por apresentar tolerdncia as condi¢cbes de estresse das
dornas (LANDRY et al.,2006; MUSSATTO, et al. 2010).

A Figura 3.5 ilustra a via metabdlica da fermentacg&o alcoolica da levedura
Saccharomyces cerevisiae, na qual é apresentada a reagdo de hidrolise da
sacarose que é mediada a partir da enzima invertase presente na levedura (no
meio intracelular e extracelular) gerando glicose e frutose, apds reagdes
sucessivas ocasionadas pela glicdlise e sdo convertidas em piruvato. O piruvato
€ convertido a etanol e CO2, inicialmente ocorrendo a descarboxilagdo do

piruvato gerando o acetaldeido, que é reduzido mediado pela agao da alcool-
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desidrogenase para a formacdo do etanol (NELSON & MICHAEL, 2014,
BAEYENS et al., 2015).

Ao submeter um dado microrganismo de interesse ao meio de cultivo &
necessario que o mesmo contenha todos os nutrientes necessarios para seu
desenvolvimento, ocasionando no aumento da populagdo no meio de cultivo.
Existem diversos fatores estressantes que a levedura enfrenta ao longo do
processo fermentativo industrial e necessitam de controle de pH, temperatura,
pressdao osmotica, teor alcodlico, entre outros (FERNANDES, 2008; BASSO et
al. 2021).

3.4.2 pH

As fermentacgdes alcoolicas podem se desenvolver em uma ampla faixa
de pH, mas apresentam valores ideais contidos na faixa de pH entre 4,0 e 5,0,
sendo que, geralmente a faixa de pH dos mostos industriais esta contida entre
4,5 a 5,5. Nos processos que utilizam o reciclo de células, antes de dar inicio a
um novo processo, € realizado um tratamento utilizando solugdo de acido
sulfurico em uma faixa de pH entre 2,0 e 3,2 em determinado intervalo de tempo
para a redugéo da carga microbiana. A condugdo em meios acidos proporciona
a restricdo do crescimento do fermento e consequente aumento no rendimento
de etanol e reducédo da concentracédo de glicerol, ainda também reduzindo a
contaminagdo bacteriana (AMORIM, 1996; LIMA, et al. 2001; BASSO et al,,
2021).



30

3.4.3 Temperatura e Etanol

A temperatura se trata de uma das mais importantes variaveis do
processo fermentativo, devido a desnaturagdao de ribossomos, enzimas e
problemas relacionados a fluidez da membrana (PHISALAPHONG et al., 2006).

As leveduras sao microrganismos que se desenvolvem em temperaturas
moderadas. Na producdo industrial apresentam faixa que varia entre 26 °C a
35 °C. Nas dornas de fermentacdo, a temperatura pode comumente alcancgar
valores de até 38 °C. A velocidade do processo fermentativo aumenta a medida
em que se aumenta a temperatura no meio, porém tem como consequéncia o
aumento da susceptibilidade da levedura a toxidade do etanol acumulado no
meio (LIMA et al. 2001).

O etanol se trata de um composto toxico para a célula devido a formacgéao
de peptidoglicano reticulado que influi para que ocorra a lise celular. Esse efeito
é intensificado quando ocorre o aumento da temperatura, sendo ainda agravado
em meios com altas concentragées de agucares (GRUBB E MAWSON 1993;
JONES, 1989). Nos experimentos de Laluce et al. (2009), as fermentag¢des
conduzidas a 38 °C e 40 °C e com duragao de 7 e 8 horas, respectivamente,
resultaram em inibicdo quanto a producdo de etanol e identificacdo de morte
celular comprovada pelos baixos valores (65,9%) de viabilidade celular. Ainda
neste estudo, foi recomendada a realizagdo da reducdo da temperatura no
processo fermentativo para obter a diminuicdo da morte celular e obter o

consequente aumento dos niveis de producéo de etanol.

A toxicidade do etanol a levedura é expressa independente da faixa de
temperatura, mas podendo ser aumentada conforme é submetida a
temperaturas mais elevadas, fazendo com que ocorra a interrupgéo do processo
fermentativo ainda que apresente quantidades significativas de agucares
residuais no meio. O etanol por se tratar do principal componente toxico para a
levedura durante o processo fermentativo, em altas concentra¢gdes, passa a

perturbar o processo de desenvolvimento celular, além de também de reduzir a
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velocidade de producdo de etanol, e por consequéncia interferindo na
produtividade volumétrica do processo (MAIORELLA et al., 1983; FERNANDES,
2008).

O efeito inibidor do etanol sobre a levedura é mais intenso conforme
aumenta a temperatura, em decorréncia do aumento do fluxo de entrada e saida
de compostos da membrana, o que facilita o transporte de compostos toxicos
para o interior da célula (D’AMORE et al., 1987; PHISALAPHONG et al., 20006).
As altas concentragbes de etanol no processo fermentativo estimulam diversos
problemas para as leveduras, como o aumento da velocidade de morte celular,
que resulta na diminui¢cdo do produto requerido, provocado por uma cascata de

reagdes prejudiciais a célula (ALMEIDA, 2017).

3.4.4 Substrato

E necessario que ocorra a padronizacdo da concentracdo de aclcares
presentes no mosto, a qual apresenta valores em graus Brix que variam entre 15
e 28. Nas destilarias brasileiras a média é de 18 a 20 °Brix. Os mostos mais
diluidos apresentam menores tempos de fermentagcdo, mas produzem pouco
etanol e requerem maiores volumes uteis nos fermentadores, maiores volumes
de agua para diluigdo e maior consumo de vapor na destilagao para recuperagéo
do etanol produzido (LIMA et al., 2001; BASSO et al., 2021). Contudo, o aumento
da concentragdo dos agucares nos mostos apresenta efeito prejudicial sobre as
células de levedura, em que levam a levedura a estresse osmaético, diminuindo
o crescimento e a viabilidade celular (LIMA et al., 2001; CERQUEIRA, 2013;
BASSO et al.,, 2021). O processo de hidrolise da sacarose causada devido a
enzima invertase presente na parede celular da levedura gera uma molécula de
glicose e uma de frutose, estes agucares contidos no mosto também designados
como acgucares redutores totais - ART (ANTONINI, 2012; SANTOS, 2022).
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3.5 Fermentacao VHG

A fermentagdo VHG consiste em utilizar altissimas concentragbes de
acgucares aplicados ao mosto de fermentacéo. A sigla VHG se refere ao termo
em inglés Very High Gravity. Este tipo de fermentagéo faz uso de concentracdes
acima de 250 g.L-! de substrato com intengdo de proporcionar uma fermentagéo
com maior carga de substrato fazendo com que a concentragao final de etanol
também seja mais alta que 8-11% (v/v'') obtidos nas fermentagdes
convencionais (BAI; ANDERSON; MOO-YOUNG, 2008).

O uso da tecnologia VHG impde condi¢cbes estressantes as células de
levedura, pois as altas concentracbes de agucares provocam o aumento da
pressao osmotica, afetando a fisiologia celular. As altas concentragdes de etanol
obtidas ao final das fermentagdes em condi¢des VHG sdo associadas com a
perda de viabilidade durante a fermentacdo VHG, taxas de fermentacao
reduzidas e fermentacdes incompletas. Na aplicagado da fermentagcéo VHG para
aumentar o teor alcodlico no vinho fermentado, o efeito inibidor do etanol sobre
a levedura deve ser considerado (D’AMORE et al., 1987; PHISALAPHONG et
al., 2006).

De acordo com Amorim et al. (1996), o efeito téxico do etanol sobre a
Saccharomyces cerevisiae € constante em temperaturas inferiores a 28 °C, mas
é intensificado em temperaturas acima de 28 °C. A producédo de etanol pode ser
realizada em uma faixa de temperatura de 26 a 35 °C. Dessa forma, uma das
maneiras de se aumentar a concentracdo de etanol no vinho é conduzir o
processo fermentativo a baixa temperatura, aumentando assim a resisténcia da

levedura ao etanol.

3.5.1 Fermentac&o VHG aplicada em estudos cientificos

No trabalho de Cruz (2015), é possivel verificar a obtengdo de um vinho
com teor alcodlico elevado de 14,4 °GL (113,6 g.L™"), obtido a partir de condigdes
de fermentacdo com alta concentracido de substrato no mosto, o qual foi
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conduzido em batelada alimentada a temperatura de 26 °C. O tempo para a
conclusao da fermentacéao, considerando o consumo total do substrato, foi de 19
horas, o qual influiu diretamente no valor de produtividade volumétrica em etanol
do processo, sendo 6,0 getano.L'.h"", sendo considerado um valor baixo quando
comparado aos ~9,0 getano.L!.h"! obtidos em processos convencionais.

Os estudos de otimizacdo de composi¢cao de meio para fermentagcao em
VHG de Ktosowski, Mikulski (2018), tiveram como objetivo avaliar a possibilidade
de melhorar a eficiéncia da fermentagao através da utilizagdo de um meio de
composi¢cdo complementar otimizada de milho, centeio, trigo e melago de
beterraba como matérias-primas, que resultaram, dentre outros, uma maior
concentracdo de etanol quando adicionaram 25, 33 e 50% de melaco de
beterraba no mosto, obtendo valores de etanol acima de 112 g.L-'. Nestas
fermentagdes, os substratos apresentavam cerca de 25 °Brix (aproximadamente
240 g.L") e foram submetidas a andlise de concentragdo de carboidratos nos

tempos de 24, 48 e 72 horas até que os agucares presentes fossem consumidos.

Yamakawa et al. (2017) realizaram uma avaliagdo da fermentacdo VHG
em multiplos estagios continuos com recuperagdo, reativagdo e reciclagem
celular utilizando uma mistura de caldo e melago de cana-de-agucar como
matéria-prima. Foram utilizados diferentes perfis de temperatura a cada estagio,
variando de 34 a 28°C de maneira decrescente a cada estagio. No ultimo estagio,
quando a temperatura atingiu 28°C ocorreu a manutencé&o celular e preservagao
de suas atividades por meio de microaeracdo, que por sua vez, resultou no
consumo total dos agucares e produgdo de 15% (v/v) de etanol. Para tais
resultados foram testadas diferentes condi¢gdes de microaeracéo e reativagao,
em meio de reativagédo formulado com 1,1 g de nitrogénio e 1,2 g de fésforo por
100 g de células (base seca) e 1,0 g de ART/g células (base seca) em condigdes

aerdbicas, anaerobicas com e sem a adig&do de nitrogénio e fosforo.

A melhoria da produgdo de etanol em fermentagdo descontinua
alimentada utilizando uma mistura de caldo de cana e melaco sob condi¢des de
VHG foi estudada por Cruz, Resende e Ribeiro (2021), na qual teve como um
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dos objetivos avaliar os efeitos da temperatura, concentracdo de agucar e
concentragdo celular utilizando um Delineamento Composto Central. A
concentragédo de células, aglcar e temperatura foram 15,0% (v/v), 300 g.L' e
27 °C respectivamente, a partir de tais condigdes foi possivel obter 135,0 g.L™"
de etanol, 4,42 g.L"! de produtividade e 90,0% de rendimento apos 30 horas de

fermentagao.

O uso das tecnologias aplicadas a otimizagdo produtiva visando o
aumento no rendimento, sdo de grande importéncia para o pais. Em termos de
processamento industrial, € necessario a aplicagcdo do aperfeicoamento de tais
tecnologias, sendo fundamental, o desenvolvimento cientifico e tecnologico afim
de obter resultados superiores sejam para etanol de primeira e de segunda
geragédo (PACHECO, 2011).

Embora traga beneficios ao processo, a utilizagdo de temperaturas
menores em fermentagdbes VHG diminui a velocidade das reagdes do
metabolismo, tornando mais lento o consumo de substrato, bem como as
formacdes de produto e biomassa. Como consequéncia, a produtividade em
etanol é consideravelmente menor em comparacéao a produtividade do processo
convencional, sendo esta a principal limitagdo da técnica de fermentacdo VHG.
Assim, a redugdo da temperatura durante o processo fermentativo pode
contornar efeitos téxicos causados pelo etanol formado na fermentacéo (Laluce
et al. 2009) e ao mesmo tempo reduzir o tempo de processo em comparagao a

uma fermentacdo VHG conduzida inteiramente a uma temperatura menor.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismo e Meio de Cultivo

Utilizou-se a concentragdo de 20 g.L-' da levedura Saccharomyces
cerevisiae (Fleischmann). O meio de fermentag&o foi composto por 250 g.L-! de
sacarose (ART= 263,50 g.L™"), 7,78 g.L"de KH2POy4, 1,94 g.L-'de MgS04.7H0,
9,44 g.L-' de extrato de levedura e 7,39 g.L"" de ureia. Tratou-se de um meio de
cultivo sintético que simulou a composi¢cao do melago e combinou uma variedade
de nutrientes que essenciais para o desenvolvimento das leveduras. Ainda, foi
utilizado 270 g.L' de sacarose (ART= 284,58 g.L') nas validagbes das
simulagdes de fermentagdo VHG, 8,40 g.L' de KH2PO4, 2,10 g.L' de
MgS04.7H20, 10,19 g.L-! de extrato de levedura e 7,98 g.L-' de ureia.

4.2 Equipamento

Os ensaios de fermentacdo VHG foram conduzidos em um biorreator de
bancada (New Brunswick modelo Bioflo 110) do tipo tanque agitado, com volume
de trabalho de 1 L. Esse sistema era equipado com controlador de temperatura,
pH e rotacdo. O aparato experimental também fez uso de bomba peristaltica
(Watson Marlow 101u/r 32rpm) e banho termostatico (Tecnal, TE-2005), estes
se tratando de equipamentos auxiliares para a condugao e controle do processo
fermentativo (Figura 4.1).



Figura 4.1 — Bancada com aparato experimental para fermentagcao VHG
em batelada alimentada. A) Banho termostatico; B) Modulo de controle; C)
Biorreator; D) Substrato; E) Bomba de alimentagado. (Fonte: arquivo pessoal da
autora)

4.3 Ensaios de Fermentagao VHG em Diferentes Temperaturas

Inicialmente, realizaram-se fermentacbes em batelada alimentada em
condicdo VHG e temperaturas constantes de 28, 30, 32, 34 e 36 °C em duplicata,
com o intuito de gerar os dados experimentais de concentragao celular (Cx),
concentragdo de substrato (Cs) e concentracdo de etanol (Ceg) para serem
usados na estimativa dos parametros cinéticos de crescimento microbiano em
funcdo da temperatura, tais valores obtidos ser&o utilizados para realizar a
simulagdo computacional da redugdo da temperatura durante o processo
fermentativo, na sess&o 4.7 deste trabalho.

4.4 Procedimento Experimental

Adotou-se o procedimento semelhante ao utilizado por Sonego et al.
(2016). Nas fermentagbes em batelada alimentada foi utilizado um volume de
in6culo de 0,3 L (30% do volume de trabalho), o qual continha a levedura e agua.
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O inoculo foi previamente hidratado em agua destilada e agitadas por 20 min a
150 rpm no biorreator de bancada (New Brunswick modelo Bioflo 110).

Ao volume inicial do in6culo foi alimentado 0,7 L de meio de cultivo (mosto)
com tempo de enchimento da dorna (te) de 7 h. Esta etapa é referente a
conducdo de processo em batelada alimentada que atua como medida
preventiva da inibicdo pelo substrato. Quando necessario foi utilizado
antiespumante para cessar a formacdo excessiva de espuma. Com o
enchimento da dorna, ao término do tempo de alimentagao (7 horas) o processo
de fermentag¢des VHG em batelada alimentada a temperatura constante (Figuras
5.1 a 5.5) passou a ser batelada e foram conduzidos até 16 horas de

fermentagao.

Os experimentos de fermentacédo VHG com reducéo de temperatura por
degraus, tiveram mesmo tempo de alimentagdo. Para redugdo de temperatura
das fermentacdes foi acionado o sistema de resfriamento do biorreator para
retirada de calor até que atingisse a temperatura desejada em cada degrau de
temperatura, como previsto na simulagao (Figuras 5.14 e 5.15).

A agitacao foi mantida em 150 rpm do inicio até o final das fermentagdes.
Para cada fermentacao foram retirados 5 mL de amostra a cada 2 horas de
processo além de também da hora 0. As amostras foram usadas para
determinacao das concentracdes de células (Cx), substrato (Cs), etanol (Cg).

4.5 Modelagem Matematica da Fermentacao VHG em Batelada Alimentada

Um modelo matematico foi proposto para descrever o comportamento
dinamico do processo fermentativo em batelada alimentada em condi¢cao VHG.
Para a realizagcdo da modelagem considerou-se duas fases, a fase de
alimentagdo do mosto (batelada alimentada) e a fase em batelada. Durante a
fase de enchimento da dorna, considerando geracdo do produto (etanol)
associada ao crescimento celular e a variagdo do volume devido a vazao de

alimentacgao (F), os balangos de massa para células (X), substrato (S) e etanol
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(E), considerando, podem ser representados por um conjunto de equagdes

diferenciais ordinarias (Equacgdes 1-4).

Aposs a etapa de alimentagcdo do mosto, o processo fermentativo continua

em modo batelada até que o substrato seja esgotado. Nesta fase da

fermentagdo, as equacdes de balango de massa, considerando volume

constante (F=0), para células (X), substrato (S) e etanol (E) podem ser

representadas por um segundo conjunto de equagdes diferenciais (Equacdes 5-

7).
Durante a fase de alimentac&o (enchimento da dorna):
%:M-Cx_Cx.l.F
dt v
acs _ _ Aop_ L.
E—(CSF Cs) ” F Yxrs u-Cx
e _ YEls o — Co L
dt ~ Yyx/s ueCx— (g v F
Y _Fr
dt
onde:

Cx é a concentragdo celular (g.L™").

u € a velocidade especifica de crescimento celular (h™).
Cs é a concentragdo de substrato limitante (g.L™").

Csr € a concentragdo de substrato na alimentagdo (g.L™").

Ce é a concentragéo de etanol (g.L™").

Yx/s € Yz /s s@o os coeficientes de rendimento de substrato a células (gx.gs™) e

a etanol (ge.gs™), respectivamente.
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Apos a etapa de enchimento da dorna:

dcy
a —HCx (5)
des _ 1

a T T HCx (6)
dCg _ Yg/is | .

Os coeficientes de rendimento de substrato a células e a produto (etanol), Yy s e

Yz /s , foram obtidos pelas Equagdes 8 e 9.

YX — C.X'fo—CxO 'VO
35 (Vf—VO)'CSF—CSf'Vf

Ve = CEfVy
S (Vf—VO)'CSF—CSf'Vf

(9)

onde:

Os subscritos "0" e "f" referem-se aos tempos inicial e final, respectivamente. O
subscrito "F" refere-se a alimentagéo.

O modelo hibrido de Andrews-Levenspiel, considerando as inibi¢des pelo
substrato e produto dado pela Equacéo 10, foi utilizado como modelo cinético de

crescimento celular

b= e — (1= 2) (10)

(Ks+Cs +—S) CEmax
Kis

onde, y é a velocidade especifica de crescimento celular (h™'), Pmax € a
velocidade especifica maxima de crescimento celular (h™'), Cs é a concentragdo
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de substrato limitante (g.L-') (ART: agUcares redutores totais), Ks é a constante
de saturagdo (g.L"), Kis é a constante de inibigdo pelo substrato (g.L"), Ce é a
concentragdo de etanol (g.L™"), Cemax € @ concentragdo maxima de etanol a partir
da qual cessa-se o crescimento celular (g.L") e n € uma constante adimensional
(BASTOS, 2010; HISS, 2001).

4.6 Procedimento de Estimativa dos Parametros Cinéticos

Estimou-se os parametros cinéticos do modelo adotado utilizando o
algoritmo genético (GA) para otimizag&o, juntamente com o algoritmo de Runge-
Kutta para solugdo numeérica das equacgdes diferenciais para cada condi¢ao de
temperatura avaliada. Nessa etapa foi utilizado o software livre Scilab®.

Utilizando os dados coletados das fermentacbes realizadas em
laboratorio, conforme descrito na sesséo 4.3 deste trabalho, foi possivel estimar
0s parametros cinéticos (Mmax, Ks, Kis, Cemax, N, Yxs € Yps) para as fermentagdes
VHG nas temperaturas constantes de 28, 30, 32 e 34 °C. O critério utilizado para
encontrar o melhor ajuste foi a minimizagdo da soma quadrados dos residuos

entre os dados calculados e experimentais.

4.7 Simulagao Computacional da Redugao da Temperatura Durante o
Processo Fermentativo

As fermentagbes VHG em batelada alimentada foram simuladas
empregando o modelo descrito (Equagdes 1-7) e os parametros cinéticos obtidos
a partir dos ensaios de fermentacéo nas diferentes temperaturas (36 a 28 °C).
Foram realizadas simulagbes empregando a estratégia de reducéo por degraus

de temperatura do meio fermentativo conforme as seguintes condicdes:

v" Fermentagbes com redugdo de temperatura em 1, 2 e 3 degraus
respeitando a variagdo de 36 °C - 28 °C com concentracdo de

agucar redutor total de Cs=263,50 g.L™";
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v" Fermentagdes com redugao de temperatura em 1, 2 e 3 degraus
respeitando a variagdo de 36 °C - 28 °C com concentracdo de
agucar redutor total de Cs=284,58 g.L™";

Para realizacdo das simulagdes previstas nessa etapa, foi utilizado o
algoritmo de Runge-Kutta para solugdo numeérica das equagdes diferenciais que
representam o modelo. Para tal, uma rotina contendo o modelo e 0 método de

integracdo numeérica foi elaborada em ambiente Scilab®.

Foram simuladas diferentes condi¢cbes de redugdo de temperatura, cujo
os resultados (Sessé&o 5.3) foram avaliados e discutidos para tomada de decis&o
de quais simulagdes seriam validadas. Para determinar o melhor momento para
a aplicacdo do degrau de temperatura foi considerado as concentragdes de
toxidade do etanol disponiveis na literatura, possibilitando seguir a fermentacéo
aplicando os degraus até o consumo total de substrato, expresso em agucares
retores totais ART.

4.8 Metodologias Analiticas

A concentragdo celular foi estimada pelo método da massa seca.
Amostras do caldo fermentativo foram centrifugadas a 10.000 rpm e 4 °C por 10
minutos (Hettik|Zentrifugen, Rotina 420R). O sobrenadante foi reservado e o
corpo de fundo lavado por duas vezes com agua destilada e colocado em estufa
a 80 °C por 24 h para secagem.

Apos o tratamento de diluigdo e filtragem do sobrenadante, determinou-
se as concentragbes de sacarose, glicose, frutose e etanol por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (Agilent Technologies 1100), usando um detector de
indice de refragdo e uma coluna (Aminex HPX-87H) para determinacdo de
acucares, conforme descrito por Sonego et al. (2014). A determinacdo da
viabilidade celular foi acompanhada através do método de coloragédo com azul
de metileno (LEE; ROBINSON; WANG, 1981).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Fermentagao VHG em batelada alimentada com diferentes

temperaturas

A fim de avaliar o efeito da temperatura e para realizar a modelagem
matematica da fermentacdo VHG em batelada alimentada, foram conduzidos
experimentos de fermentagdo com tempo de enchimento (t¢) da dorna de 7 horas
com uma concentragdo de agucares redutores totais (ART) de
Cso0~263,5g.L", a qual corresponde a concentragdo de substrato na alimentagéo
(Crs) de ~376,43 g.L".

Nesta etapa, a temperatura de cada fermentagao foi mantida constante.
Foram avaliadas as temperaturas de 28, 30, 32, 34 e 36 °C. As Figuras 5.1, 5.2,
5.3, 5.4 e 5.5, apresentam as curvas de consumo de substrato, crescimento
celular e formagao de produto das fermentagdes nas respectivas temperaturas.
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Figura 5.1 — Valores experimentais de concentragédo de etanol (Ce), concentragdo de substrato
(Cs) e concentragéo de células (Cx) ao longo do tempo da fermentagdo VHG em batelada
alimentada com Cso de 264,86 +1,57 g.L" e temperatura de 28 °C. Fonte: elaborado pela

autora (2024).
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Figura 5.2 — Valores experimentais de concentragéo de etanol (Ce), concentragdo de substrato
(Cs) e concentragéo de células (Cx) ao longo do tempo em fermentagdo VHG em batelada
alimentada com Cso de 260,35 + 2,92 g.L" e temperatura de 30 °C. Fonte: elaborado pela

autora (2024).
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Figura 5.3 — Valores experimentais de concentragéo de etanol (Ce), concentragdo de substrato
(Cs) e concentragéo de células (Cx) ao longo do tempo em fermentagédo VHG em batelada

alimentada com Cso de 269,74 + 3,53 g.L" e temperatura de 32 °C. Fonte: elaborado pela
autora (2024).
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Figura 5.4 — Valores experimentais de concentragdo de etanol (Ce), concentragéo de substrato
(Cs) e concentragéo de células (Cx) ao longo do tempo em fermentagédo VHG em batelada
alimentada com Cso de 263,97 + 2,04 g.L" e temperatura de 34 °C. Fonte: elaborado pela

autora (2024).
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Figura 5.5 — Valores experimentais de concentragdo de etanol (Ce), concentragéo de substrato
(Cs) e concentragéo de células (Cx) ao longo do tempo em fermentagdo VHG em batelada
alimentada com Cso de 276,97 + 3,81 g.L" e temperatura de 36 °C. Fonte: elaborado pela

autora (2024).
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Analisando os graficos apresentados, podemos notar que ao término da
alimentacado nas fermentacdes, no tempo de te = 7 horas, € observada a maior
concentracdo de agucares no meio. Esse tempo de alimentacgao foi importante
para manter a concentragdo de agucares no meio abaixo de 125 g.L-' (Figuras
5.1 a 5.5), uma vez que, para Saccharomyces. Cerevisiae, concentragcoes de
substrato superiores a 150 g.L-' causam agao inibitéria sobre as células de
levedura (THATIPAMALA, ROHANI e HILL, 1992; ALVES, 1996, SONEGO et al,
2016). O tempo de enchimento da dorna de 7 horas, foi capaz de manter a
concentragéo de substrato no caldo de fermentagdo em valores inferiores a 150
g.L”!, mesmo em condigdo de VHG. Assim, a condugdo das fermentagdes em
batelada alimentada auxiliou na viabilizagdo do processo fermentativo, pois
reduziu a inibicdo das células causada pela alta concentracdo de substrato no
meio em condigdes de altissima concentracdo de substrato no mosto. Esse
resultado ja era esperado por ser caracteristico da batelada alimentada, que por
sua vez minimiza os efeitos de inibicdo pela alta concentragao do substrato das
fermentagdes (LIMA, 2004; CARVALHO et al. 2001; BASSO et al. 2021). Para
os ensaios de fermentagdo VHG conduzidas neste trabalho, esse foi um ponto
muito importante para evitar que as células ficassem sujeitas a elevadas
concentragdes de substrato (~250 g.L™"). Tal estratégia pode ser observada em
trabalhos de fermentacao alcodlica conduzidos em batelada alimentada, como o
de Gomes (2020) que para concentragdes totais de substrato alimentado na
dorna maiores que 240 g.L™', variou o tempo de enchimento da dorna entre 5 e
10 horas conforme a concentragao do substrato na alimentagéo, a fim de diminuir

0 seu acumulo durante a fermentagao.

As fermentagdes foram conduzidas até o tempo de 16 horas, a fim de
observar o comportamento da concentragdo de células (Cx), substrato (Cs) e
etanol (Ce) ao longo do tempo para cada temperatura avaliada. A Tabela 5.1
apresenta os valores de Cx, Cs e Ce referentes ao tempo final de fermentacéao
(16 h), onde € possivel observar que o substrato foi consumido por completo na
fermentagédo a 28 °C. Contudo, as fermentag¢des conduzidas a 30, 32, 34 e 36
°C apresentaram 1,37 g.L", 9,65 g.L-', 17,53 g.L' e 32,07 g.L" de Css residual
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respectivamente, notando que conforme houve o aumento da temperatura os
valores de acgucares residuais foram maiores ao final de 16 horas de
fermentacdo. No trabalho de fermentacdo VHG com redugdo de estresse
oxidativo de Burphan et al. (2018), avaliou-se o desempenho da cepa selvagem
de levedura BY4742 em meio YPD30 com concentragdo de 300 g.L-" de glicose.
As fermentagdes foram conduzidas até 48 horas as temperaturas de 30 e 40 °C,
resultando em aproximadamente 125 g.L' e 225 g.L' de agucar residual,
respectivamente. Podemos observar que em ambas as fermentacgdes tiveram
um alto valor de agucar residual, sendo ainda mais expressivo quando submetida

a temperatura de 40°C.

Para a fermentagcdo conduzida na temperatura de 28 °C, ocorreu o
consumo total de substrato (Tabela 5.1) ao final de 16 h de processo, com
produgao total de 114,48 g.L-! de etanol. A fermentacgio realizada a 30 °C no
mesmo intervalo de tempo (16 h) apresentou 1,37 g.L' de substrato e
concentragéo de etanol de 113,49 g.L" de etanol. No experimento conduzido a
32 °C, foi possivel obter 110,26 g.L"' de etanol e consumo de substrato
Cs=9,65 g.L" em 16 horas de fermentagéo. A fermentagdo a 34 °C resultou em
uma concentragéo de etanol de 105,78 g.L" de etanol, ndo havendo o consumo
total do substrato, Cs=17,53 g.L™', ao final de 16 horas de cultivo. Por ultimo a
fermentagdo a 36 °C nos tempos de 16 horas apresentou 32,07 g.L' de
substrato, obtendo 95,46 g.L-! de etanol.

A comparacao direta entre as fermentag¢des apresentadas nas Figuras 5.1
e 5.5 mostra uma diferenca entre os perfis de Cx, Cs e Cg, evidenciando a
influéncia da temperatura no decorrer das fermentagbes. Este fato ocorreu
devido a inibicdo causada pela alta concentracdo do produto formado, o etanal,
e sua influéncia em temperaturas mais elevadas. Com o aumento da
temperatura, a célula fica mais suscetivel a entrada de compostos toxicos
(etanol) para dentro da célula, pois ocorre o aumento na fluidez da membrana,
deixando assim o nivel toxico do etanol mais pronunciado em temperaturas
maiores (D’MORE et al. 1987; PHISALAPHONG et al. 2006; FERNANDES 2008;
MONTEIRO 2016).
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Tabela 5.1 — Comparativo entre os valores finais de Csf, Cere Cx para as fermentagbes VHG

em batelada alimentada em diferentes temperaturas.

Temperatura Tempo de

(°C) fermentacao

(h) Cst (g.L") Cer (g.L") Cxs (9.L")
28 0,44 +1,45 114,48+3,99 27,84+3,45
30 1,37 £+4,15 113,569+2,82 31,74 +1,45
32 16 9,65+2,00 110,26+ 1,14 27,96+2,73
34 17,563 +2,03 105,78+ 1,52 27,94 +2,03
36 32,07+2,41 9581+526 26,24 +2,49

Fonte: elaborado pela autora (2024).

Para as fermentagdes realizadas nas diferentes temperaturas (Figuras 5.1
até 5.5), foram obtidos os valores de produtividade volumétrica de etanol, os
quais foram 7,15; 7,09; 6,89; 6,61 e 5,98 g.L-".h"! para as temperaturas de 28,
30, 32, 34 e 36 °C, respectivamente, em que observamos maiores os valores de
produtividade para as fermentagdes conduzidas a menores temperaturas.
Veloso et al. (2019) realizaram fermentacbes com a cepa industrial de
Saccharomyces cerevisiae Y-904 em batelada alimentada utilizando
temperaturas constantes de 28, 30, 32 e 34 °C, com as respectivas
concentragdes de substrato de 305,40; 262,60; 234,20 e 207,40 g.L". No
trabalho, foram alcancados valores de 7,94; 6,79; 8,19 e 8,93 g.L".h"! de
produtividade volumétrica de etanol. Podemos observar que as fermentacdes
conduzidas a temperaturas mais baixas apresentaram concentracido de
substrato maiores. Realizando a comparacgao da fermentagdo conduzida a 30 °C
e concentragdo de substrato equivalente a deste estudo (Cso= 260,35 g.L™"),
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notamos valor de produtividade similares tendo em vista as diferentes cepas de
leveduras utilizadas nos trabalhos, demonstrando que a fermentagcao

apresentada condiz com o apresentado na literatura.

Em vista desses resultados, considerando a levedura (Saccharomyces
cerevisiae - Fleischmann) utilizada e condi¢gdes experimentais adotadas, fica
evidente que a temperatura do cultivo apresentou uma influéncia no consumo
total do substrato e, consequentemente, a formacdo de produto. Foi possivel
observar que conforme as fermentacdes foram realizadas em temperaturas mais
baixas, o efeito de inibicdo pelo etanol foi minimizado e, consequentemente,

ocorreu o consumo total dos agucares em um menor tempo de fermentagao.

5.2 Ajuste de Modelo e Estimativa de Parametros Cinéticos

Para determinar os parametros do modelo cinético hibrido, primeiramente,

os coeficientes de rendimento em células e etanol (Yy s e Yg/s) foram calculados.

Na sequéncia, os parametros cinéticos p,q.x Ks, Kis, Cemax € n foram estimados
utilizando o algoritmo de Nelder e Mead (1965) para otimizagdo e o método de
Runge-Kutta para a resolugdo numérica do sistema de equagdes diferenciais.
Valores dos parametros cinéticos foram obtidos com base nos melhores ajustes
entre os valores calculados e experimentais de Cx, Cs e Cg das fermentagdes
em batelada alimentada nas diferentes temperaturas.

Conforme apresentado nas Figuras 5.6, 5.7, 5,8, 5.9 e 5.10, pode-se
observar o excelente ajuste dos dados calculados aos dados experimentais,
indicando que o modelo cinético adotado foi adequado para descrever o
comportamento cinético das fermentagbes em diferentes temperaturas (28°C,
30°C, 32°C, 34°C e 36°C).
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Figura 5.6 — Comparacao entre os valores simulados (linhas) e experimentais
(simbolos) para a fermentagdo VHG em batelada alimentada com Cso = 264,86 +1,57 g.L" e
temperatura de 28 °C. Fonte: elaborado pela autora (2024).
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Figura 5.7 — Comparacéo entre os valores simulados (linhas) e experimentais

(simbolos) para a fermentagdo VHG em batelada alimentada com Cso = 260,35 +2,92 g.L"e
temperatura de 30 °C. Fonte: elaborado pela autora (2024).
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Figura 5.8 — Comparacéo entre os valores simulados (linhas) e experimentais (simbolos) para
a fermentagao VHG em batelada alimentada com Cso = 269,74 + 3,53 g.L"! e temperatura de
32 °C. Fonte: elaborado pela autora (2024).
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Figura 5.9 — Comparacéo entre os valores simulados (linhas) e experimentais (simbolos) para

a fermentagao VHG em batelada alimentada com Cso = 263,97 + 2,04 g.L' e temperatura de
34 °C. Fonte: elaborado pela autora (2024).
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Figura 5.10 — Comparagéo entre os valores simulados (linhas) e experimentais
(simbolos) para a fermentagdo VHG em batelada alimentada com Cso = 276,97 + 3,81 g.L" e
temperatura de 36 °C. Fonte: elaborado pela autora (2024).

Na Tabela 5.2 sdo mostrados os valores estimados dos parametros
cinéticos relativos as fermentacdes VHG em batelada alimentada nas diferentes
temperaturas avaliadas (28 — 36 °C).

Observando a Tabela 5.2, pode-se verificar o comportamento dos
parametros cinéticos de Pmax, Ks, Kis, Cemax, 1, Yxs € Yps Obtidos para cada
temperatura de fermentagdo. Os valores para o Kis, Yxs € Yps apresentam
minimas variagcdes a medida em que se alterou a temperatura. Contudo, € nitida
a variagao dos valores do Pmax, Ks, n, € Cemax. Pode ser observado que para os
parametros de Pmax € n ocorreu um aumento dos seus respectivos valores
conforme a elevacao da temperatura, e o contrario ocorreu quando observados
os valores de Cemax € Ks. Essas variagdes nos parametros também foram
relatadas por Veloso et al. (2019), em um trabalho que utilizou a linhagem

industrial da levedura Saccharomyces cerevisiae Y-904 para estimativa de
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parametros em diferentes temperaturas, em fermentacées em batelada com

concentragdo de substrato de 180 g.L™".

Tabela 5.2 — Parametros cinéticos para as fermentagdes conduzidas a 28, 30, 32, 34 e 36°C.

Temperatura (° C)

Parametros
28 30 32 34 36
Mmax (h'1) 0,0840 0,090 0,119 0,140 0,152
Ks (g.L"") 49,47 4462 39,88 3460 30,96
Kis (g.L") 117,71 116,95 117,12 118,04 117,58
CEmax (g.L") 147 42 136,28 115,10 108,31 101,23
n() 0,20 035 069 075 095
Yus (9xgs™)
0,032 0,035 0,035 0,038 0,035
Yeis (9egs™)
0,440 0,439 0,435 0,435 0,410

Fonte: elaborado pela autora (2024).

E importante destacar que, quando se trata de crescimento celular admite-

se que as células (X) e o substrato limitante (S) s&o as espécies envolvidas, uma

vez que a velocidade de crescimento € fungdo das concentragdes dos reagentes

e da temperatura. Logo, a velocidade especifica de crescimento celular (p)
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também é funcdo de Cs e da temperatura. Os modelos cinéticos de crescimentos
celular consideram que as variagdes Cs influenciam p, assim tais modelos sao
funcdo de Cs. O pmaxcontido nos modelos cinéticos depende da temperatura do
cultivo. A partir disso é possivel compreender a relacdo da dependéncia da
velocidade de crescimento com Cx, Cs e temperatura. (HISS, 2001; BADINO JR
et al. 2012).

A partir dos resultados apresentados na Tabela 5.2, os parametros que
variaram com a temperatura, Uy, 1, Ks, € Cepmax, fOram escritos em fungao da
temperatura, assim como nos trabalhos de Rivera et al. (2006), Rivera et al.
(2007) e Veloso et al. (2019), aos quais fizeram uso de modelagem matematica
para descrever a cinética dos processos dependentes da temperatura. No
presente estudo, também foi possivel realizar essa mesma abordagem, com o
auxilio do software OriginPro graphing & analysis, em que foram obtidos os
parametros para as Equagdes 11 e 12, conforme apresentado na Tabela 5.3. Os
parametros escritos em funcdo da temperatura foram utilizados na simulagao
das fermentagées em VHG aplicando a estratégia de reducdo da temperatura
por degrau ao longo do processo, conforme demonstrado na sessédo 5.3.
Podemos observar na Tabela 5.3 que a equacgao ajustada para cada parédmetro
apresentou elevado valor para o coeficiente de correlagéo (R?).

£h
aeTCo (11)

e(a+bT(°C)+cT(°C)2) (12)
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Tabela 5.3 — Equagdes para pPmax, Ks, n € Cemax @justadas em fungao da temperatura.

Parametros Equacgoes R?
= (—82,40+9,17) 0,97
Hmax (1,52 +042)e  7CO
Kg= (57,944,09) 0,98
(6,351 0,84)e T(°0)
Cor .= (49,85+4,54) 0,98
Fmax (25,05 +3,67)e TCO)
n= e(—27,22i12,46)+(1,48i0,75)T(°C)+(—O,020i0,011)T(°C)2 0,97

Fonte: elaborado pela autora (2024).

5.3 Avaliagao da estratégia de redugao da temperatura por degrau durante

a fermentagao VHG

Os valores dos parametros Pmax, Ks, Kis, Cemax, 1, Yxs € Yps (Tabela 5.2), os
parametros escritos em fungédo da temperatura Pmax, Ks, n, € Cemax. (Tabela 5.3)
e o0 modelo descrito para representar a fermentacdo VHG em batelada
alimentada (Sessé&o 4.5), foram utilizados em conjunto para avaliar o efeito da
redugao da temperatura sobre a dindamica da fermentacao alcodlica em batelada

alimentada.

Foram avaliados os efeitos da reducao da temperatura nas concentragcdes
de substrato e de etanol em fermentagcdes em batelada alimentada realizados
com concentragbes de substrato de 250 e 270 g.L', (valores de ART

equivalentes a 263,50 e 284,58 g.L' respectivamente). Foi investigada a
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aplicacdo de 1, 2 e 3 degraus de reducdo de temperatura, obedecendo o
intervalo entre 28 °C e 36 °C, conforme € apresentado na Tabela 5.4.

Tabela 5.4 — Simulagdes de fermentagcdo VHG com aplicagdo de 1, 2 e 3 degraus de
temperatura para Cso de 263,50 e 284,58 g.L™

Cs0=263,50 g.L" Cs0=284,58 g.L"
Ced Tempo (h) Cst(g.L™") Tempo (h) Csi(g.L™")
(g.L)
1 degrau (°C)
60 17 0,41 22 0,55
36 - 28 70 17 0,51 25 0,65
80 17 0,92 30 2,87
36-30 60 16 0,94 30 7,95
70 17 0,54 30 8,45
34-28 60 17 0,43 22 0,55
70 17 0,46 23 0,65
34-30 60 16 0,98 30 7,89
70 17 0,49 30 7,99
2 degraus (°C)
36-34-32 60;80 20 0,59 32 37,52
36-34-30 60;80 17 0,66 24 0,61
36-32-30 60;80 17 0,46 32 7,88
36-32-28 60;80 16 0,97 24 0,60
34-32-30 60;80 17 0,48 32 7,87
34-32-28 60;80 17 0,42 23 0,67
3 degraus (°C)
34-32-30-28 40;60;80 16 0,81 21 0,62
36-34-32-30 40;60;80 16 0,99 32 7,18
36-32-30-28 40;60;80 16 0,73 21 0,60

Ced - concentragao de etanol para aplicagéo de degrau; Cst- consumo final do substrato. Fonte:
elaborado pela autora (2024).
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Para definir os critérios adotados na determinagdo do degrau simulado
(concentragado de etanol para aplicagdo de degrau — Ceq), foram realizadas
simulagdes testes, dos quais consideram diferentes concentragcdes de etanol que
foram avaliadas, podendo ser observados na Tabela 5.4 e discutida a seguir. E
possivel observar que nos momentos de aplicagdo dos degraus os valores de
Ckeq aplicadas séao inferiores aos valores de Cg 4, (Tabela 5.2) ou seja, evitando
que o degrau de redugao da temperatura ocorra proximo ao valor do parémetro
relacionado com a inibicdo do processo provocada pelo etanol. As condi¢des
para Cgq foram escolhidas com base na informagcdo de que quando a
concentragéo de etanol atinge valores superiores a 60 g.L-!, € observado maior
efeito adverso do etanol sobre as células de levedura (TAYLOR et al. 1996;
SONEGO et al. 2014, 2016). Dessa forma, optou-se por realizar as simulagdes
com o inicio da aplicagdo do degrau de reducdo da temperatura quando a
concentragdo de etanol no caldo atingisse o valor de 60 g.L™".

Nas simulagdes com 1 degrau, foram aplicados degraus quando Cegq
atingiu valores de 60, 70 e 80 g.L"' de etanol. Para definir o tempo final das
fermentagdes, foram considerados o consumo total do substrato Css de cada
simulagdo. Para as concentragbes de Cso de 263,50 g.L" houve o esgotamento
do substrato em 16 ou 17 horas de fermentacdo, dependendo da condi¢cdo de
Ced. No entanto, para valores de Cso de 284,58 g.L!, houve o esgotamento de
substrato em 22 horas de fermentag&o nas simulagbes com degraus 36-28°C e
34-28 °C, enquanto as demais simulacdes apresentadas, nao foi observado o
esgotamento de substrato. Isso mostra que para fermentagcbes com maiores
concentragbes de substrato, é necessario reduzir mais a temperatura a fim de

contornar os efeitos inibitorios causados pelo etanol.

Com a aplicagado de 2 degraus, fixando Ceq 60 g.L-! para o primeiro degrau
e 80 g.L" para o segundo degrau, aplicou-se diferentes estratégias de queda de
temperatura. Nas fermentagées com Cso de 263,50 g.L" para cada degrau de
temperatura simulado foi possivel observar que houve o consumo total do
substrato em 16, 17 e 20 horas de fermentagdo. Para Cso de 284,58 g.L", houve
o esgotamento do substrato em 23 e 24 horas de fermentagao, para simulagdes
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nas temperaturas com degraus em 34-32-28 °C e 36-34-30 °C; 36-32-28 °C

respectivamente.

Por fim, as simulagdes com 3 degraus com Cso de 263,50 g.L”' em 16
horas de fermentagdo o consumo chegou a proximo de zero. Para Cso de 284,58
g.L", observou-se o consumo total de substrato em 21 horas de fermentagéo
quando os degraus foram aplicados em 36-32-30-28 °C e 34-32-30-28 °C.

Diante dos resultados apresentados na Tabela 5.4, optou-se por avaliar
os perfis de Cs, Ce e Cx das melhores condi¢gdes com 2 e 3 degraus e compara-
las com a fermentacdo conduzida a temperatura de 34°C, adotada como
controle. Como as simulagdes de 1 degrau apresentaram tempos de consumo
semelhantes as simulagbes de 2 degraus, optou-se por n&o utilizar 1 degrau
nesta etapa, considerando que mudancgas bruscas de temperatura poderiam
causar danos a levedura em situacdes reais, sendo preferidas as menores
diferencas de temperatura entre os degraus (2 °C). Esse critério também foi

considerado para a escolha das simulagbes de 2 e 3 degraus validadas.

Para dois degraus, foi escolhida a condicdo de degrau 34-32-30 °C
(degraus ilustrados na Figura 5.11-A) para realizar a validagao com Cso 263,50
g.L", por apresentar consumo total do substrato e diferenga de temperatura de
2 °C entre os degraus, sendo uma diferenga razoavel quando comparada as
demais fermentacgdes simuladas. A fermentagao deu-se inicio com a temperatura
de 34 °C e mantido por 4 horas até a concentragéo de etanol de 60 g.L™", sendo
esse 0 momento de aplicagdo do primeiro degrau de temperatura, que passou a
ser 32°C e conduzida por 4 horas até que a concentragao de etanol no meio
fermentativo atingisse 80 g.L™', condigdo em que foi aplicado o segundo degrau
e a temperatura do meio foi reduzida para 30°C e mantida até o consumo total
de Cs, que foi em aproximadamente 16 horas de fermentacao.
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Figura 5.11 — Apresentagéo dos degraus de temperatura em fermentagédo VHG em batelada

alimentada. (A) Cso = 263,50 g.L”' com 2 degraus de temperatura: 1°- 34 °C para 32 °C

e 2°- 32 °C para 30 °C. (B) Cso = 284,58 g.L"' com 3 degraus de temperatura: 1°- 34 °C para 32

°C, 2°-32 °C para 30 °C e 3°-30 °C para 28 °C. Fonte: elaborado pela autora (2024).
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Para realizar a validagdo das simulagdes com Cso 284,58 g.L™", optou-se
adotar uso de 3 degraus de temperatura com condigédo de degrau 34-32-30-28 °
C (degraus ilustrados na Figura 5.11-B), por apresentar consumo total do
substrato e diferenga de temperatura de 2 °C entre os degraus, sendo uma
diferenga razoavel quando comparada as demais fermentagdes simuladas. A
fermentagao deu-se inicio com a temperatura de 34 °C e foi mantida por 2 horas
até a concentragéo de etanol de 40 g.L"", sendo esse o momento de aplicagédo
do primeiro degrau de temperatura, que passou a ser 32°C e conduzida por 2
horas até que a concentragédo de etanol no meio fermentativo atingisse 60 g.L™".
Em seguida, foi aplicado o segundo degrau e a temperatura foi reduzida a 30°C
e mantida por 4 horas até a concentragédo de etanol atingir 80 g.L-', para entdo
ser aplicado o terceiro degrau de temperatura, reduzindo a temperatura para 28
°C e mantendo até o consumo total de Cs, que foi em aproximadamente em 20

horas de fermentacéo.

Os graficos apresentados nas Figuras 5.12 e 5.13, apresentam as
simulagbes realizadas para Csp 263,50 e 284,58 g.L, respectivamente.
Conforme ocorre a alteragdo da temperatura do meio, resultaram em um
comportamento caracteristico do perfil simulado para cada concentragcéo de

substrato testada.
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Figura 5.12 — Simulag&o de dois degraus de temperatura em fermentagéo VHG em batelada
alimentada. Cso = 263,50 g.L"' com 2 degraus de temperatura: 1° - 34 °C para 32 °C e 2° - 32
°C para 30 °C (Ceq= 60 g.L"": 80 g.L™"). Fonte: elaborado pela autora (2024).

Fazendo uso da redugéo de temperatura por degraus (Figura 5.12), sendo
este a adogao de 2 degraus, onde o primeiro degrau sendo aplicado de 34 °C
para 32 °C quando o etanol formado atingiu 60 g.L"', e o segundo degrau a
reducao de temperatura de 32 °C para 30 °C foi aplicado quando o etanol do
meio atingiu 80 g.L™", foi possivel observar o consumo total do substrato em
aproximadamente 17 horas de fermentagdo e a formagdo de 113,45 g.L*! de
etanol. Quando comparamos com a fermentacdo conduzida a temperatura
constante de 34 °C (Figura 5.4), observamos que n&do ha o consumo total dos
agucares presentes no meio, no qual restou 17,53 g.L™" ao final de 16 horas de
fermentacgdo e formagao de 105,78 g.L" de etanol.

Foi realizada uma simulagdo controle com Cso de 284,58 g.L' a
temperatura constante de 34 °C (Figura 5.13 - B) a fim de realizar a comparagéo
com as simulagdes utilizando degrau para mesma concentragdo de Cso. Assim

como nas simulagdes com Cso de 263,50 g.L-!, para a escolha do perfil das



61

condigdes de aplicagcédo dos degraus foi considerado o tempo de consumo total
do substrato, julgando a melhor simulagdo as que apresentaram menores
tempos de consumo. As simulagbes de 3 degraus apresentaram menores

tempos de consumo quando comparados as de 1 e 2 degraus.

Devido a maior concentragcdo de Csp desta etapa espera-se obter mais
etanol no meio, a escolha do momento para aplicagdo do primeiro degrau foi
quando a concentragdo de etanol atingiu o valor de 40 g.L", uma vez que no
trabalho de fermentagao alcodlica de Sonego (2016) verificou que a inibicdo da
levedura S. cerevisiae por etanol passa a ocorrer em valores de concentragao

de etanol superiores a 40 g.L™"

As simulagdes referentes a fermentacdo VHG realizada com Cso= 284,58
g.L', podem ser observadas na Figura 5.13. A Figura 5.13 - A denota que o valor
maximo de concentracdo de substrato ao término da alimentagdo chegou a
aproximadamente 126,82 g.L"', e que o consumo do substrato foi cessado no
tempo de 17 horas de fermentagao, resultando em 38,24 g.L-' de substrato e
formacgéo de 107,15 g.L™! de etanol.
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Figura 5.13 — Comparativo das simulagdes das fermentagées VHG em batelada alimentada
com Cso = 284,58 g.L": (A) temperatura constante de 34 °C; (B) 3 degraus de temperatura:1°
degrau de 34 °C para 32 °C, 2° degrau de 32 °C para 30 °C e 3° degrau de30 °C para 28 °C

(Ceq= 40 g.L": 60 g.L""; 80 g.L"). Fonte: elaborado pela autora (2024).
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A Figura 5.13 — B mostra os resultados obtidos realizando a aplicagao de
trés degraus de temperatura, sendo o primeiro degrau aplicado de 34 °C para 32
°C quando o etanol formado atingiu 40 g.L', o segundo degrau a redugéo de
temperatura de 32 °C para 30 °C foi aplicado quando o etanol do meio atingiu 60
g.L" e o terceiro degrau aplicado de 30 °C para 28 °C quando o etanol formado
atingiu 80 g.L-'. A simulagdo mostrou que o esgotamento do substrato ocorreu
quando a fermentagao atingiu cerca de 21 horas de fermentagao, resultando na
produgao de etanol de 122,67 g.L™".

Na Figura 5.13 - A o consumo do substrato foi cessado quando o valor da

concentragdo de etanol atingiu o valor méaximo (C;_ . =111,96 g.L™") suportado

nas fermentagdes realizadas na temperatura de 34 °C. Conforme houve o
aumento na concentragao de substrato, também ouve consequente aumento nas

concentragdes de substrato residual ao final do processo fermentativo.

As Figuras 5.12 e 5.13 - B exibem as simulagdes do comportamento das
fermentagdes ao aplicar os degraus de temperatura. Onde, foi possivel obter a
previsdo do comportamento de consumo de Cs, formagédo de Ce e crescimento
de Cx caracteristico a cada temperatura submetida. Ao realizar a comparagao
dessas simulagbes com as conduzidas a temperatura constante fica evidente
que, quando a condigdo de degraus € imposta, a redugcdo da temperatura
resultou em um consumo total do substrato, mesmo que em diferentes tempos

de fermentagao, provocado pela diferenga de concentragdo de Cso.

5.4 Producao de etanol por fermentagcao VHG em batelada alimentada com
reducao da temperatura por degrau: Validagao experimental

Baseado nos critérios mencionados na sessdo 5.3, as simulagdes
apresentadas nas figuras 5.12 e 5.13- B foram submetidas a validagédo
experimental. As Figuras 5.12 e 5.13 apresentam as validagbes das simulagdes
referente as fermentagdes VHG com Cso 265,12 e 283,62 g.L" respectivamente.
As condigdes de concentragdo inicial de células Cxo para ambas as

fermentagdes foram mantidas conforme as fermentacbes a temperatura
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constante de 20 g.L'. Quanto as concentragdes do meio de cultivo, para Cso
265,12 g.L-' foi mantida as mesmas concentragbes utilizadas a temperatura
constante (Sessdo 4.1), mas para a fermentagdo de Cso 283,62 g.L' as
concentracbes dos componentes do meio de fermentacdo foram aumentadas

proporcionalmente.

Podemos observar a proximidade das linhas (valores simulados) com os
pontos experimentais (Figura 5.14 e Figura 5.15), indicando que o modelo foi
adequado para prever a tendéncia do comportamento das fermentacbes em

VHG com reducao de temperatura por degrau.
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Figura 5.14 — Fermentagdo VHG em batelada alimentada com Cso = 265,12 + 1,88 g.L",

aplicados 2 degraus de temperatura: 1°- 34 °C para 32 °C e 0 2°- 32 °C para 30 °C (Ceq: 60 g.L
1. 80 g.L™). Fonte: elaborado pela autora (2024).

Apoés a validacdo experimental podemos verificar (Figura 5.14) que a
tendéncia de consumo de substrato e formacao de produto experimental foi fiel
a previsdo simulada, com produtividade volumétrica de etanol de 6,95 g.L-".h".
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Tal valor ndo se mostrou melhor quando comparado com as produtividades
obtidas a temperatura constante de 28 °C e 30 °C (Figuras 5.1 e 5.2). Entretanto,
gquando comparado com as fermentacdes realizadas a temperatura constante de
32 °C, 34 °C e 36 °C (Figuras 5.3, 5.4 e 5.5), a fermentagéo aplicando 2 degraus
de temperatura revelou-se promissora, uma vez que apresentou uma

produtividade volumétrica em etanol superior.
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Figura 5.15 — Fermentagdo VHG em batelada alimentada com Cso = 283,62 + 1,64 g.L",
aplicados 3 degraus de temperatura: 1°- 34 °C para 32 °C, 2°- 32 °C para 30 °C e 0 3°- 30°C
para 28°C (Ceq: 40 g.L"; 60 g.L""; 80 g.L"). Fonte: elaborado pela autora (2024).

Observando os dados calculados pelo modelo (linhas) na Figura 5.15,
pode-se verificar a variavel concentragao de substrato (Cs) nas primeiras 7 horas
de fermentacao foi superestimada, apresentando concentragdo maxima de Cs
ao término da etapa de alimentagdo de substrato de 145 g.L-'. No entanto, é
notavel que foi possivel validar a simulagdo pois o modelo proposto para a
fermentacdo VHG com redugdo de temperatura foi capaz de prever

adequadamente o comportamento do processo, resultando no tempo de 20
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horas o consumo total de substrato e 118,14 g.L-' de etanol produzido, com
produtividade volumétrica de etanol de 5,91 g.L".h"'. Comparando-a com a
fermentagdo de Cso 265,12 g.L!, podemos observar que foi possivel obter maior
concentracédo de etanol devido a maior concentragdo de agucares no substrato

alimentado.

Ao realizar as validagbes da reducdo de temperatura por degrau na
fermentacdo VHG em batelada alimentada, podemos constatar a importancia de
realizarmos as avaliagbes da estratégia de reducdo de temperatura por
simulagdes, na Tabela 5.4 foram apresentadas 36 simulagbes com variados
perfis de degraus para duas concentra¢des de Cso, que sucederam numa melhor
estratégia para execugao deste trabalho, ocasionando na economia de insumos,
instrumentos, equipamentos e tempo de bancada laboratorial para tais

fermentagdes e respectivas analises.

Um ponto importante que merece destaque é em relagao a efetividade do
modelo proposto. Uma vez que apresentou previsdo de como foi a resposta em
relagéo aos perfis de consumo de Cs e formagao de Ce ao se aplicar os degraus
de temperatura das fermentacbes VHG, sendo aplicavel para as duas
concentracdes de Cs validadas. Cada condicdo de fermentacéo validada neste
trabalho apresenta distintos tempos de fermentacdo devido a concentracdo de
Cso e condigao de degrau escolhida, ou seja, quanto maior o ART maior o tempo
de fermentacéo até o consumo total do substrato (Cst=0).

A partir dos resultados obtidos para os ensaios de validagdo deste
trabalho (Figura 5.14 e 5.15) , podemos constatar que os degraus de temperatura
aplicados na fermentacdo VHG em batelada alimentada revelou ser uma
alternativa interessante, dado que pbéde-se verificar que essa estratégia
possibilitou maior consumo de ART em relacdo a uma fermentagcdo VHG
conduzida as temperaturas constantes de 36 e 34 °C, além de apresentarem
tempos de fermentacdo menores quando comparados a outros trabalhos da
literatura sobre fermentacdo alcodlica VHG.
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Burphan et al. (2018) ao estudar producéao de etanol por fermentagdo em
meio YPD30 e cepa selvagem de levedura - BY4742 obteve apenas 69,3 e 44,0
g.L" de etanol em fermentagées conduzidas a 30 e 40 °C respectivamente em
48 horas de cultivo. O trabalho de Arshad et al. (2017), relacionado a produgéao
de etanol em escala comercial usando fermentacdo VHG com um mutante de S.
cerevisiae teve como objetivo avaliar a produgéo de etanol aplicando diferentes
taxas de fluxo de ar. O trabalho apresentou como um de seus resultados 8,2 %
de etanol em fermentacdo em batelada alimentada com 32 °Brix com e 0,02 vvm
de taxa de fluxo de ar, tendo duracdo 60 horas. Expressivos tempos de
fermentacdo também foram obtidos por Ktosowski e Mikulski (2018) em
fermentagdes VHG conduzidas em batelada, que duraram 24, 48 e 72 horas até
que os agucares fossem consumidos. Cruz et al (2021) obteve produtividade de
4,42 g.L"" ap6s 30 horas de fermentagdo VHG em batelada alimentada.

Tabela 5.5 — Variaveis ao longo da fermentacédo VHG em batelada alimentada

com redugao de temperatura por degraus

Variaveis Unidade Fermentagoes
Cso g.L" 265,12+ 1,88 283,62 + 1,64
Cs no final da fase de enchimento g.L" 107,25+4,82 126,30 + 5,68
Ce no 1° degrau de temperatura g.L" 63,67 + 2,21 27,32 + 0,96
Ce no 2° degrau de temperatura g.L" 75,80 + 2,65 52,85 + 2,38
Ce no 3° degrau de temperatura g.L" - 89,84 +4,04
Ck total no processo g.L" 111,32+£3,89 118,14 £ 4,13
Produtividade volumétrica em etanol g.L".h" 6,95 5,91
Concentracao total de etanol °GL 14,11 14,97

Fonte: A autora (2024).

Ao final da fase de enchimento de 7 horas a concentragdo maxima de Cs
foi de 107,25 e 126,30 g.L™! para as fermentagdes com Cso= 265,12 e 283,62
g.L" respectivamente, demonstrando a efetividade ao se empregar batelada
alimentada em nao expor as células de levedura a altissima concentracao de Cs,
evitando a ocorréncia de inibicdo da mesma (CARVALHO et al., 2001; LIMA,
2004; TONSO et al., 2021). Essas informagdes podem ser observadas na Tabela
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5.5, em que também contém valores experimentais das concentragdes de Ce em

momentos de aplicagdo dos degraus e ao término do processo.

Realizar o processo fermentativo a uma temperatura inicial em torno de
34 °C e realizar a redugao gradual da temperatura por meio de degraus ao longo
do processo, mostrou-se vantajoso ndao sé em relagdo a condugao do processo
em temperaturas constantes, mas também no que diz respeito a uma possivel
reducédo no consumo de agua para resfriamento da dorna de fermentagéo. Visto
que € um ponto de grande preocupagao do setor sucroenergético por se tratar
de um recurso natural vital de oferta limitada, a utilizagdo da agua no processo
de resfriamento das dornas varia entre 3.500 — 5.000 Kg de agua por tonelada
de cana em uma usina, dependendo de fatores como temperatura que se deseja
atingir na fermentacdo, temperatura da agua de entrada do sistema de
refrigeracdo, coeficiente de troca térmica do trocador de calor e temperatura
ambiente (ANA, 2009; SILVA et al. 2011).

Assim, uma fermentagdo conduzida a temperatura constante de 28 °C
gastaria muito mais agua de resfriamento que uma fermentagdo que comecgou a
34°C e teve a temperatura reduzida para 28 °C, embora no fim do processo
ambas produziram a mesma quantidade de etanol. Este, certamente € um fator
crucial para viabilizar fermentagdes VHG. Este resultado pode ser relacionado
aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Organizagdo das
Nacdes Unidas (ONU), em que o objetivo 15°, Vida terrestre, valoriza dentre
outros o uso sustentavel de agua, além de também estar relacionado ao 12°

Objetivo que se trata de Consumo e producgao responsaveis (ONU, 2024).

Com o uso do processo fermentativo VHG em batelada alimentada com
reducdo da temperatura por degrau foi possivel realizar simulagéo e respectiva
validagédo experimental do processo empregando um valor de substrato de até
283,62 g.L", o qual foi totalmente consumido e que permitiu o alcance de 11,69
% e 23,31% a mais de etanol em relagéo as fermentagdes com ~263,50 g.L" a
temperatura constante de 34 °C e 36 °C respectivamente. Ainda, para a
fermentagdo VHG em batelada alimentada com Cgso 283,62 g.L™! aplicando a
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reducdo de temperatura por degraus, foi possivel verificar o valor de 56,93% de
viabilidade ao término da fermentacdo no tempo de 20 horas. No trabalho de
Sonego et al. (2016) utilizando a mesma levedura deste trabalho, obteve
viabilidade média de 59% em fermentagdes extrativas com concentragdes de
substrato entre 200 e 240 g.L!, no entanto o meio fermentativo continha menos
etanol por se tratar de fermentacdes que realizavam a extracdo de etanol por
arraste gasoso (stripping). Tais valores de viabilidade sao justificados pelo fato
de que as concentragdes de etanol elevadas (<80 g.L') apresentam efeito
negativo as células de levedura (SONEGO et al. 2016).

Os estudos relacionados a produgao de etanol sdo de grande importancia,
por se tratar de um produto de baixo valor agregado (Silva et al. 2020), a
tecnologia de fermentagdo VHG se mostra como uma alternativa promissora pois
tem como principal objetivo o aumento do teor alcodlico do vinho fermentado
(D’AMORE et al., 1987; PHISALAPHONG et al., 2006). Que por sua vez,
corresponde a uma economia de energia na fase de destilacdo (Sonego et al.
2018), além de também ocasionar a redugao de volume de vinhaga devido ao

maior teor alcodlico do vinho (Veloso et al. 2019).

Ainda, € importante destacar que os resultados obtidos neste trabalho
indicam o potencial de utilizagdo dos degraus de temperatura nas fermentacdes
VHG em batelada alimentada. A possibilidade de aplicacdo desses resultados
em fermentagdes em larga escala ainda € precipitada. Pois ainda existem fatores
a serem avaliados em escala laboratorial, como a influéncia da suplementagao
e oxigenacdo do meio, analise de outras cepas de leveduras, além de testar
outros valores de concentragdes de Csp na fermentacdo VHG em batelada

alimentada com reduc&o de temperatura por degraus.
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6. CONCLUSOES

Os experimentos realizados neste trabalho foram de grande importancia
para a consolidacdo dos elementos tedricos relacionados ao efeito da
temperatura na fermentacdo alcdolica, principalmente relacionados a
fermentagdo VHG. Foi possivel obter dados caracteristicos referentes as
fermentagdes VHG com concentragédo de aglcares redutores de ~263,50 g.L™
em modo batelada alimentada conduzidas a temperaturas de 28°C, 30°C, 32°C,
34 °C, e 36 °C, que acarretaram no éxito da estimativa dos parametros cinéticos
do modelo adotado. Ainda, por meio de simulagdes computacionais utilizando os
parametros PUmax, Ks n, € Cemax escritos em funcdo da temperatura foi possivel
aplicar estratégias de redugao por degraus de temperatura durante o processo
fermentativo em VHG. Foi possivel escolher dois (34-32-30 °C) e trés (34-32-30-
28 °C) degraus de temperatura como melhores condi¢des definidas na etapa de
simulagées do processo. Para finalizar, foram realizadas as validagdes
experimentais para as concentragdbes de Cso de 265,12 e
283,62 gL' respectivamente, resultando em um aumento de 11,69 % e 23,31%
a mais de etanol em relagéo as fermentagdes com ~263,50 g.L" a temperatura
constante de 34 °C e 36 °C.
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