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RESUMO 

 

O bioetanol se apresenta como uma alternativa aos combustíveis fosseis por ser uma fonte 

renovável de energia. O dióxido de carbono liberado na sua queima é captado pelas plantas 

usadas como biomassa na sua produção. Porém, os custos associados ao processo produtivo 

e a elevada eficiência energética da gasolina colocam o bioetanol em segundo plano. Uma 

forma de aumentar a competitividade é obter maiores concentrações de etanol ao final da 

fermentação, sendo este um desafio ainda a ser superado no processo industrial. Nesse ponto, 

a fermentação em altíssima gravidade (VHG - sigla em inglês para very hight gravity), 

processo normalmente conduzido em baixas temperaturas, se apresenta como uma 

alternativa. No entanto, fermentações VHG possuem alguns gargalos, como a baixa 

produtividade em etanol e o elevado consumo de água de resfriamento para manutenção da 

fermentação em baixas temperaturas. Esse projeto teve como objetivo avaliar se 

fermentações VHG conduzidas inicialmente em alta temperatura (34 °C - valor comumente 

utilizado em fermentações industriais) e finalizadas em baixa temperatura (28 °C - valor 

comumente utilizado em fermentações VHG) proporcionaria maiores desempenhos em 

comparação a fermentações VHG convencionais conduzidas a temperaturas constantes. 

Assim, foi avaliada a aplicação de degraus de temperatura (redução abrupta) em diferentes 

concentrações de etanol, visando encontrar o melhor momento para redução da temperatura. 

Com isso, foi possível verificar, com base nas velocidades instantânea e específica de 

produção de etanol, que o melhor momento para aplicação de degrau é no início da inibição 

gerada pelo produto, em uma concentração de etanol de 40 g·L-1. Esse resultado representa 

bases científicas para o melhoramento dos processos fermentativos VHG para produção de 

bioetanol. 

 

Palavras-chaves: bioetanol; fermentação em altíssima gravidade; degrau de temperatura; 

melhoramento de processos. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

Estima-se que em 2022, 82% do consumo de energia mundial adveio de combustíveis 

fósseis, valor que pode ser justificado pelo fato desses combustíveis possuírem grande 

eficiência energética (Energy Institute, 2023). O petróleo é o recurso mais utilizado, 

principalmente para produção de gasolina para o abastecimento de veículos (ANP, 2023). 

A queima de combustíveis fósseis para obtenção de energia representa uma parcela 

considerável da liberação de gases poluentes na atmosfera (SEEG, 2023).  

O etanol advindo de biomassa, denominado bioetanol, é uma alternativa para diminuir 

os impactos da poluição gerada pela queima dos combustíveis fósseis. Este constitui uma 

fonte de energia proveniente de matérias-primas orgânicas, como o milho e cana-de-açúcar, 

sendo considerado renovável. A sua queima para produção de energia e locomoção de 

automóveis resulta na liberação de dióxido de carbono, a qual é compensada pela captação 

que as plantas realizam durante seu crescimento (Chuck-Hernández et al., 2011). No Brasil 

a legislação exige que de 23 a 25% do volume total da gasolina vendida nos postos de 

abastecimento seja de etanol. Além de aumentar a octanagem e resistência a compressão, 

essa prática visa diminuir os impactos gerados pela queima do combustível fóssil (ANP, 

2023).   

O quarto relatório da safra 2022/23 da produção de cana-de-açúcar apresentou um 

crescimento de 3,6% na produção nacional de etanol se comparado a safra anterior, e um 

aumento de 14% em relação ao etano anidro, etanol adicionado à gasolina (CONAB, 2023). 

O aumento da demanda nacional mostra que processos de produção do bioetanol mais 

eficientes, que proporcionem maiores concentrações finais de etanol no caldo fermentativo 

e maiores produtividades, são desejáveis. 

Industrialmente a produção de etanol possui uma grande limitação: a inibição pelo 

produto que a Saccharomyces cerevisiae sofre durante a fermentação (Gomes, 2020). Esse 

efeito está relacionado diretamente com a temperatura, que em elevadas faixas aumenta a 

fluidez da membrana celular, possibilitando o fluxo de substâncias tóxicas para o meio 

intracelular (Phisalaphong; Srirattana; Tanthapanichakoon, 2006). Esse processo inibitório 

dificilmente gera vinhos com teor alcoólico superior a 80 g·L-1 (10°GL) (Veloso et al., 

2019). 

Em condições de baixas temperaturas é viável aumentar a concentração de substrato 

no mosto para obter vinhos mais concentrados (Rivera; Yamakawa; Saad, 2017). O processo 

conduzido nesses termos é conhecido como fermentação em altíssima gravidade (VHG - 
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sigla em inglês para very hight gravity), vantajoso pela economia energética na recuperação 

do etanol e geração de menor volume de vinhaça (Cruz; Resende; Ribeiro, 2021). 

Mesmo solucionando o problema da inibição gerada pelo substrato, a fermentação 

VHG possui uma desvantagem associada à baixa produtividade em etanol devido ao lento 

metabolismo celular em temperaturas baixas (Veloso, 2019). A literatura apresenta poucos 

estudos que visam contornar esse gargalo do processo.  

Diante disso, este trabalho irá avaliar a redução da temperatura durante o processo 

fermentativo VHG como uma alternativa para melhorar o processo. A hipótese experimental 

a ser testada é a de que um processo conduzido inicialmente em temperatura maior acelera 

o metabolismo celular, e a subsequente redução da temperatura quando o etanol inibe o 

metabolismo da levedura possibilita a continuidade do processo, resultando em um melhor 

desempenho em comparação a fermentações VHG convencionais em que a temperatura é 

mantida constante durante todo o processo. 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 

Avaliar a aplicação de degrau para redução de temperatura na fermentação alcoólica 

VHG em batelada alimentada por pulso de substrato, visando um aumento da produtividade 

em bioetanol no processo. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Para alcançar tal objetivo foram definidos os seguintes objetivos específicos: 

 

● Avaliar o desempenho da fermentação VHG a 34 e 28°C em termos de concentração 

e produtividade de etanol e conversão de substrato; e 

●  Avaliar o desempenho da fermentação VHG com a aplicação de degrau de 

temperatura de 34°C para 28°C em diferentes concentrações de etanol. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 PRODUÇÃO DE BIOETANOL NO BRASIL 

 

Nos últimos 50 anos, o Brasil despontou como uma grande potência na produção 

agrícola, o que se deve principalmente à grande disponibilidade de terras agricultáveis e 

água, boa incidência solar e investimentos em pesquisa agrícola (EMBRAPA, 2018). 

O plantio de cana-de-açúcar para a indústria sucroalcooleira nacional chegou à marca 

de 610,1 milhões de toneladas na safra 2022/23, um aumento de 5,4% em relação ao período 

anterior.  A produção de etanol se beneficiou desses números com um aumento da produção 

no Nordeste, além do crescimento do etanol de milho que chegou à marca de 3,97 bilhões 

de litros (CONAB, 2023). 

De acordo com dados da Agência Nacional do Petróleo, Gás Natural e 

Biocombustíveis (ANP), em 2022 a produção de etanol no Brasil foi de 30,7 bilhões de 

litros, uma alta de 2,5% em relação ao ano anterior. A média anual no aumento da produção 

entre os anos de 2013 a 2022 é de 1,1%, valor ainda baixo para um combustível que pretende 

substituir uma importante fonte de energia não renovável (ANP, 2023). 

Dentre as regiões da federação, a Sudeste lidera a produção de etanol com uma parcela 

de 49,2%, um total de 15,1 bilhões de litros. O estado de São Paulo produziu sozinho 12 

bilhões de litros, 39% do volume da produção nacional. Na ordem de produção, tem-se 

Centro-Oeste com 40,7% (12,5 bilhões de litros), Nordeste com 5,7% (1,8 bilhões de litros), 

Sul com 3,5% (1,1 bilhões de litros) e Norte com 0,9% do total, correspondente a 269,8 

milhões de litros (ANP, 2023).  

Ainda segundo o relatório anual da ANP, o volume total de exportação do etanol 

brasileiro foi de 2,4 bilhões de litros. O etanol nacional foi destinado principalmente para as 

regiões da Ásia-Pacífico (906,2 milhões de litros), Europa (867,9 milhões de litros) e 

América do Norte (470,5 milhões de litros). O país que recebeu o maior volume de 

exportação foi a Coreia do Sul, com 739,5 milhões de litros. As importações atingiram o 

volume de 315,9 milhões de litros, sendo que 67,1% desse volume originam-se dos Estados 

Unidos (ANP, 2023). 

No mercado internacional, os Estados Unidos lideram a produção de etanol. Em 2022, 

o país produziu 58,3 bilhões de litros, isso representa 55% da produção mundial. No ranking 

de produção, o Brasil ocupa o segundo lugar com 27% da produção mundial. O terceiro 



 

13 

colocado, a União Europeia, detém 5% dessa produção, o que evidencia a importância do 

Brasil na produção do biocombustível (RFA, 2023).  

 

3.2 MODOS DE OPERAÇÃO DOS PROCESSOS FERMENTATIVOS 

 

O processo em que os açúcares fermentescíveis são transformados em álcool etílico 

se chama fermentação alcoólica (Basso, 2004.). Esse processo ocorre em biorreatores, que 

são reatores químicos onde os processos são catalisados por biocatalisadores.  As variações 

decorrentes das diversas possibilidades de condução de um biorreator se devem as 

características do microrganismo, o meio de cultivo e os objetivos do processo que se deseja 

executar (Hambor, 2012). 

Os modos de operação empregados em um biorreator são três: descontínuo, contínuo 

e descontínuo alimentado. As particularidades de cada um podem ser adaptadas para 

abranger o processo que se deseja conduzir por meio de um biorreator. A principal diferença 

entre eles se apresenta pela forma como o substrato é adicionado e o caldo fermentado é 

retirado no processo (Larroche et al., 2016). 

 O descontínuo, conhecido também como batelada, se caracteriza pela utilização de 

mosto esterilizado inoculado no início do processo e durante toda a fermentação nada é 

adicionado ou retirado. O caldo fermentado é retirado somente após a finalização do 

processo. Caso não ocorra perda de líquido por evaporação durante a fermentação, o volume 

permanece constante (Sonego, 2016). Nessas condições de operação, os riscos de 

contaminação são menores, contudo, os rendimentos podem ser baixos devido à inibição 

que o substrato pode apresentar (Schmidell et al., 2021). 

No processo contínuo ocorre entrada e saída simultâneas de meio contendo substrato 

e caldo fermentado, respectivamente, visando manter o volume constante dentro do 

biorreator (Veloso, 2019). Com isso é possível conduzir processos em estado estacionário 

por longos períodos. No entanto, a condição estacionária do processo exige maiores 

investimentos de instalação, aumenta a possibilidade de mutações genéticas e possíveis 

contaminações (Larroche et al., 2016). 

O processo descontínuo alimentado ou batelada alimentada consiste na alimentação 

gradual de meio de cultivo ou nutrientes durante o processo. Industrialmente, sua aplicação 

visa diminuir a inibição pelo substrato que as células podem sofrer ao decorrer do processo 

(Carvalho e Sato, 2001). O fluxo de alimentação do substrato pode ser contínuo ou 

intermitente, possibilitando o controle de sua concentração no mosto e o acúmulo de um 
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produto a partir do deslocamento do metabolismo celular para tal finalidade (Schmidell et 

al., 2021). 

Em fermentações alcoólicas o substrato é considerado inibitório em concentrações 

acima de 150 g·L-1 (Thatipamala; Rohani; Hill, 1992). Em processos que visam o menor 

gasto energético possível e grandes volumes de produção, a alimentação contínua evita 

condições inibitórias, otimizando o processo. O substrato presente no mosto alimentado ao 

longo do processo é constantemente convertido pela levedura em álcool e dióxido de 

carbono, o que o mantém em níveis menores, evitando a inibição (Schmidell et al., 2021). 

Cerca de 85% das destilarias brasileiras atuam com o modo de operação em batelada 

alimentada. O mosto é adicionado à suspensão de células, chamada de pé-de-cuba, durante 

um intervalo de tempo até que se atinja o volume útil da dorna (Veloso, 2019). Em seguida, 

o processo continua até o consumo completo dos açúcares. Como o substrato é adicionado 

aos poucos, as células diminuem seu tempo de adaptação e reprodução se comparado à 

batelada, o que resulta em uma economia de açúcar e consequentemente um rendimento 

elevado em etanol (Tosetto, 2002).  

 

3.3 FERMENTAÇÃO VHG 

 

Com o objetivo de aumentar o teor de etanol no caldo para 15% (v·v-1) ou mais, na 

década de 1990 começou-se a usar mostos com concentração de 25% (m.m-1) açúcares 

redutores totais (ART) (Bayrock; Ingledew, 2001).  Esse processo é conhecido como 

fermentação alcoólica em altíssima gravidade, ou VHG (sigla em inglês para very high 

gravity). Essa abordagem além de aumentar o teor de etanol no vinho também reduz o 

consumo de vapor na destilação, a produção de vinhaça e os custos associados aos 

equipamentos (Veloso et al., 2019).  

As fermentações podem ser categorizadas em NG (normal gravity), HG (high gravity) 

e VHG, dependendo da concentração de substrato. Fermentações NG são realizadas com 

até 180 g·L-1 de ART, enquanto fermentações HG empregam de 180 a 250 g·L-1 de ART, e 

fermentações VHG utilizam mais de 250 g·L-1 de ART. Nessa última, empregam-se baixas 

temperaturas durante a fermentação para minimizar o efeito inibitório do etanol, 

possibilitando a utilização de mostos com concentrações mais elevadas de ART (Rivera; 

Yamakawa; Saad, 2017). 

O uso de temperaturas mais baixas em fermentações VHG resulta na obtenção de 

vinhos mais concentrados em etanol. Entretanto, essa estratégia apresenta uma limitação 
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importante, especificamente, uma produtividade volumétrica em etanol mais baixa em 

comparação com fermentações convencionais (9 g·L-1·h-1) (Sonego et al., 2016; Veloso et 

al., 2019). Além disso, é relevante destacar que a manutenção da fermentação em 

temperaturas inferiores ao longo de todo o processo está frequentemente associada ao 

consumo de grandes volumes de água de resfriamento (Veloso et al., 2023). 

Dada a influência da temperatura na fermentação alcoólica, a redução da temperatura 

durante o processo pode ser uma estratégia interessante para superar as limitações 

mencionadas. Desta forma, busca-se favorecer a velocidade de produção de etanol ao 

empregar temperaturas mais elevadas no início do processo e, subsequentemente, reduzir a 

toxicidade do etanol utilizando temperaturas mais baixas apenas na fase final da 

fermentação. 

 

3.4 BIOQUÍMICA DA FERMENTAÇÃO ALCOÓLICA 

 

A produção de etanol ocorre por meio do metabolismo celular da Saccharomyces 

cerevisiae que em condições anaeróbias converte glicose em dióxido de carbono e etanol 

(Bastos, 2010). A levedura consome açúcares para conseguir energia na forma de Adenosina 

Trifosfato (ATP) suficiente para o seu ciclo de vida. O etanol é apenas um subproduto desse 

processo, não possuindo nenhuma utilidade para o microrganismo, e por isso é excretado 

(Amorim; Basso; Alves, 1996). 

O processo biológico ocorre no citoplasma celular em uma sequência ordenada de 

reações químicas conduzidas por enzimas glicolíticas (Lima; Basso; Amorim, 2001). A 

Figura 1 apresenta um esquema simplificado da via metabólica do processo de produção de 

etanol por Saccharomyces cerevisiae.  
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Figura 1 – Representação esquemática da via metabólica da fermentação alcoólica realizada pela 

levedura S. cerevisiae. 

 

Fonte: Rodrigues (2019). 

 

O processo de produção alcoólica a partir da cana-de-açúcar ocorre primeiramente 

com a quebra da sacarose à glicose e frutose, feita pela ação da enzima invertase, como é 

possível observar na Figura 2. 

 

Figura 2 – Hidrólise da sacarose em meio aquoso através da ação da enzima invertase. 

 

Fonte: Veloso (2019). 

 

Com os monossacarídeos disponíveis, a levedura realiza a fermentação. Em condições 

anaeróbicas, a produção de álcool etílico e dióxido de carbono ocorre de acordo com a 

Equação 1 (Lopes; Borges, 2009).  

 

𝐶6𝐻12𝑂6 → 2𝐶2𝐻5𝑂𝐻 + 2𝐶𝑂2 (1) 
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Respectivamente, as massas molares de hexose, etanol e dióxido de carbono são 180, 

42 e 44 g‧mol-1. De acordo com a estequiometria da reação, 1 mol de hexose (180 g) é 

convertido em 2 mols de etanol (92 g) e 2 mols de dióxido de carbono (88 g). Isso resulta 

nos coeficientes de rendimento teórico de substrato para etanol e para CO2 de 0,511 g‧g-1 e 

0,489 g‧g-1, respectivamente. Entretanto, na prática, a célula usa parte do substrato para 

suprir outras funções celulares, resultando em produção de glicerol, ácidos orgânicos e 

biomassa. Nas destilarias, o rendimento em etanol obtido varia entre 89 e 91,5% do teórico 

(Dias et al., 2015). 

 

3.5 EFEITOS INIBITÓRIOS DA TEMPERATURA E ETANOL NA FERMENTAÇÃO 

ALCOÓLICA 

 

Na fermentação alcoólica, o etanol produzido atua como o principal inibidor do 

metabolismo da levedura. Quando sua concentração no caldo ultrapassa 40 g·L-1, o 

metabolismo da levedura é afetado, resultando em uma redução na velocidade de formação 

do produto. Reporta-se que em concentrações acima de 90 g·L-1, o metabolismo pode ser 

completamente inibido, especialmente em fermentações conduzidas a 34 °C (Maiorella et 

al. 1983). Além de inibir o crescimento celular, o acúmulo de etanol no caldo fermentativo 

provoca a desativação de algumas enzimas, resultando em uma redução na viabilidade 

celular (Basso; Basso; Basso, 2020). 

 Na produção de etanol, a faixa de temperatura considerada ideal encontra-se entre 

26 °C e 35 °C. No entanto, não é incomum que a temperatura nas destilarias alcance 38 °C. 

À medida que a temperatura aumenta, a velocidade da fermentação também aumenta, mas 

isso pode favorecer a contaminação bacteriana. Além disso, as leveduras tornam-se mais 

sensíveis à toxicidade do próprio etanol (Lima, 2019). Isso ocorre porque temperaturas 

elevadas resulta em maior fluidez da membrana celular, o que, por sua vez, facilita o fluxo 

de substâncias tóxicas para o interior da célula (Madeira et al., 2010). A presença do etanol 

também contribui para alterações da composição da membrana citoplasmática. Como 

consequência, a permeabilidade dessa membrana para certos íons, como os íons de 

hidrogênio, aumenta significativamente (Alexandre, 1994). 

 Ao reduzir a temperatura da fermentação, observa-se um aumento na resistência da 

levedura ao etanol, bem como uma diminuição na formação de subprodutos indesejados 

durante o processo. Isso ocorre devido a menores níveis de estresse em condições de menor 
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temperatura (Lora; Venturi, 2012). Portanto, esta pode ser uma alternativa para 

fermentações alcoólicas VHG, visando a obtenção de vinhos com alto teor de etanol, que 

apresentam diversas vantagens. Eles possibilitam a redução do consumo de água, por meio 

da menor diluição do mosto, e diminuem o gasto energético durante a etapa de destilação, 

contribuindo para a sustentabilidade do processo industrial. Nas destilarias, o teor final de 

etanol é limitado pela tolerância da linhagem utilizada no processo (Basso; Basso; Rocha, 

2011). Por outro lado, a produtividade em etanol em processos conduzidos em temperaturas 

menores tende a diminuir como consequência da redução das velocidades do metabolismo 

(Torija et al., 2003). 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 PREPARO DO MEIO DE CULTURA 

 

O meio de cultura foi formulado com base no meio proposto por Sonego et al. (2016) 

com a seguinte composição: glicose (concentração total de 260 g·L-1), KH2PO4 (6,72 g·L-

1), MgSO4.7H2O (1,68 g·L-1), extrato de levedura (8,16 g·L-1) e ureia (6,38 g·L-1). O pH do 

meio de cultura foi ajustado para 4,6 através da adição de ácido clorídrico (HCl) na 

concentração de 1M.  

 

4.2 FERMENTAÇÕES VHG 

 

Nos ensaios fermentativos, foi avaliada a mudança de temperatura de 34 para 28°C, 

na forma de degrau (redução abrupta), em condições de altíssima gravidade (VHG). Foram 

realizados dois ensaios controles conduzidos inteiramente nas temperaturas de 34 e 28°C. 

O primeiro está dentro da faixa amplamente usada industrialmente para as fermentações 

alcoólicas em batelada alimentada (Basso et al., 2011). O segundo é uma condição VHG 

comumente reportada na literatura e foi utilizada para comparação com as fermentações 

VHG com degrau (Veloso et al., 2019). A redução de temperatura foi avaliada em diferentes 

concentrações de etanol no caldo, visando avaliar qual o melhor momento para aplicar o 

degrau. Na Tabela 1 estão apresentados os ensaios fermentativos realizados e as condições 

experimentais.  
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Tabela 1– Condições que foram avaliadas nos diferentes ensaios fermentativos. 

Ensaios Temperatura (°C) CST (g‧L-1) CED (g‧L-1) 

1 28 260  - 

2 34 260 - 

3 34 - 28 260 40 

4 34 - 28 260 60 

5 34 - 28 260 80 

CST: concentração de substrato total do processo; CED: concentração de etanol para aplicação de 

degrau. 

 

Todos os ensaios foram conduzidos em batelada alimentada com dois pulsos de 

solução de glicose. Os ensaios foram iniciados com 130 g·L-1 de glicose (CS0) em um 

volume inicial de caldo fermentativo de 20 mL (V0) e, posteriormente, foram adicionados 

dois pulsos de solução de glicose de 5 mL (VP1 e VP2) com concentração de 520 g‧L-1, (CSP1 

e CSP2) completando o volume total do processo de 30 mL e a concentração total de substrato 

de 260 g·L-1. Os pulsos foram adicionados em momentos diferentes quando a concentração 

de glicose alcançou aproximadamente 20 g·L-1. Os ensaios foram realizados em triplicata. 

As fermentações foram realizadas utilizando uma linhagem comercial liofilizada de 

Saccharomyces cerevisiae. A levedura foi previamente hidratada em água destilada e, em 

seguida, inoculada (6 mL) em uma concentração de 30 g·L-1 (CX0) no meio de cultura (14 

mL), o qual foi distribuído em frascos Erlenmeyer de 50 mL. Após a inoculação, os frascos 

foram cobertos com filme de PVC com um pequeno furo para permitir a saída dos gases e 

evitar a entrada de ar no sistema. Em seguida, os frascos foram pesados em balança analítica, 

para obtenção da massa inicial, e transferidos para uma mesa incubadora rotativa com 

controle de temperatura e frequência de 120 rotações por minuto. As fermentações foram 

conduzidas até 12,5 horas de processo, e a cada intervalo de 30 minutos, os frascos foram 

pesados para determinação da concentração de etanol. 

A Figura 3 apresenta de forma esquemática como o processo foi conduzido. 
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Figura 3 – Esquema ilustrativo da condução do processo. 

 

Fonte: Acervo pessoal da autora. Legenda: V0 = volume inicial; CS0 = concentração inicial de glicose;             

CX0 = concentração inicial de células; V(t) = volume da fase líquida variando no tempo; CS(t) = concentração 

de glicose variando no tempo; CX(t) = concentração de células variando no tempo; CE(t) = concentração de 

etanol variando no tempo; CSP1 = concentração de substrato do primeiro pulso; VP1 = volume do primeiro 

pulso;   CSP2 = concentração de substrato do segundo pulso; VP2 = volume do segundo pulso. 

 

4.3 METODOLOGIAS ANALÍTICAS 

 

4.3.1 Concentração celular  

  

A concentração de células foi determinada no início e no final das fermentações por 

método gravimétrico, mesmo utilizado por Sonego et al. (2016). As amostras passaram por 

centrifugação e as duas fases foram separadas. Na sequência, foi adicionada água destilada 

à fase de fundo, a qual foi submetida mais uma vez à centrifugação. Por fim, a fase de fundo 

foi colocada em estufa a 70 °C por 48 horas para obtenção da concentração em base seca.  

 

4.3.2 Concentração de etanol 

 

A concentração de etanol (g·L-1) foi determinada com base na metodologia proposta 

por Mesquita (2021). A perda de massa de CO2 nos biorreatores foi acompanhada a cada 

intervalo de 30 minutos por meio da pesagem dos frascos de fermentação. Dessa maneira, 

foi possível determinar a evolução da concentração de etanol (CE(t)) ao longo do tempo, 
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empregando a relação estequiometria, 1 mol de etanol/1 mol de CO2, da reação de 

fermentação alcoólica (Equação 1), conforme a Equação 2. Note que a Equação 2 considera 

os novos valores de volume após a aplicação dos pulsos. 

 

𝐶𝐸(𝑡) =
𝑀𝑀𝑒𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙 · 𝑚𝐶𝑂2(𝑡)

𝑀𝑀𝐶𝑂2
· 𝑉(𝑡)

 (2) 

 

em que: 

𝑚𝐶𝑂2
(t) = massa de CO2 liberada no tempo “t” (g); 

𝑀𝑀𝑒𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙  = massa molar do etanol (g·mol-1);  

𝑀𝑀𝐶𝑂2
 = massa molar do CO2 (g·mol-1);  

𝑉(𝑡)  = volume da fase líquida no tempo “t” (L). 

  

 Na Equação 2, para obtenção da massa de CO2 liberada com o tempo em cada ensaio, 

foi medida a perda de massa nos frascos de fermentação e, simultaneamente, a perda de 

massa em um frasco contendo apenas meio de cultura (𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜(𝑡)), denominado branco. 

Assim, 𝑚𝐶𝑂2
(t) foi calculada a partir da diferença entre a perda de massa na fermentação e 

a perda de massa no branco. 

O volume da fase líquida ao longo do tempo, na Equação 2, foi calculado conforme 

a seguinte equação: 

 

𝑉(𝑡) = 𝑉0 + 𝑉𝑃1 + 𝑉𝑃2 −
𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜(𝑡)

ρ
 (3) 

 

em que: 

𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜(𝑡)  = perda de massa do branco no tempo “t” (g); 

𝜌 = densidade do meio de cultura (g·L-1) (considerou-se a densidade da 

água). 

   

 Na Equação 3, o termo 𝑉𝑃1 é igual a zero até a aplicação do primeiro pulso e o termo 

𝑉𝑃2 igual a zero até a aplicação do segundo pulso. Os valores de densidade foram alterados 

de acordo com a temperatura do processo. 
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4.3.3 Concentração de glicose 

 

As concentrações iniciais e finais de glicose em todos os ensaios fermentativos foram 

determinadas por meio de método colorimétrico adaptado de Miller (1959), utilizando o 

ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) como agente oxidante. A solução foi composta por 75 g 

de Tartarato, 4 g de NaOH e 2,5 g de DNS, todos dissolvidos em 250 mL de água destilada. 

Durante a determinação da concentração, amostras de cada ensaio nos pontos inicial e final 

da fermentação foram cuidadosamente diluídas em tubos de amostra, totalizando volume 

final de 500 μL. 

Em seguida, foi adicionado um volume equivalente (500 μL) de solução DNS a cada 

tubo. As soluções resultantes dessa mistura foram então aquecidas em banho-maria a 100ºC 

por cinco minutos e, posteriormente, resfriadas em banho de gelo. Após esse processo, 5 

mL de água destilada foram adicionados a cada tubo, e a leitura da absorbância foi realizada 

a 540 nm. Os resultados obtidos foram relacionados com as concentrações de glicose através 

de uma curva padrão construída seguindo os mesmos passos mencionados anteriormente, 

com concentrações padronizadas de glicose de 0,0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 g·L-1. 

 

4.4 OBTENÇÃO DOS COEFICIENTES DE RENDIMENTO 

 

A determinação do coeficiente de rendimento de substrato em produto (YP/S) e o 

coeficiente de rendimento de substrato em célula (YX/S) foi realizada separadamente para 

cada ensaio considerando que eles podem variar nas diferentes condições do processo. No 

início de cada fermentação, foram determinadas as concentrações de células e substrato e, 

no final, as concentrações de etanol (a partir da perda de massa de CO2), substrato e células. 

A partir dos dados, o YP/S foi calculado a partir da seguinte equação: 

 

𝑌𝑃/𝑆 =
𝐶𝐸𝐹  · 𝑉𝐹

𝐶𝑆0 · 𝑉𝑂 + 𝐶𝑆𝑃1 · 𝑉𝑃1 + 𝐶𝑃2 · 𝑉𝑃2 − 𝐶𝑆𝐹 · 𝑉𝐹
 (4) 

 

em que: 

𝐶𝐸𝐹  = concentração final de etanol (g·L-1); 

𝑉𝐹  = volume final da fase líquida (L); 

𝐶𝑆𝑂  = concentração de substrato no início da fermentação (g·L-1); 



 

23 

𝑉𝑂  = volume inicial da fase líquida (L); 

𝐶𝑆𝑃1 = concentração de substrato no primeiro pulso (g·L-1); 

𝑉𝑃1 = volume do primeiro pulso (L); 

𝐶𝑆𝑃2 = concentração de substrato no segundo pulso (g·L-1); 

𝑉𝑃2 = volume do segundo pulso (L); 

𝐶𝑆𝐹  = concentração final de substrato (g·L-1). 

 

No mesmo sentido, foi possível obter o YX/S aplicando a equação: 

 

𝑌𝑋/𝑆 =
𝐶𝑋𝐹 ·  𝑉𝐹 − 𝐶𝑋0 ·  𝑉0

𝐶𝑆0 · 𝑉𝑂 + 𝐶𝑆𝑃1 · 𝑉𝑃1 + 𝐶𝑃2 · 𝑉𝑃2 − 𝐶𝑆𝐹 · 𝑉𝐹
      (5) 

 

em que: 

𝐶𝑋𝐹  = concentração final de células (g·L-1); 

𝐶𝑋0 = concentração inicial de células (g·L-1). 

 

4.5 OBTENÇÃO DOS PERFIS DE CONCENTRAÇÃO 

 

Os valores de concentrações de substrato (CS(t)) e células (CX(t)) ao longo do tempo 

nas fermentações VHG em batelada alimentada por pulso foram determinados a partir dos 

coeficientes YP/S e YX/S, respectivamente, conforme as Equações 5 e 6.  

 

𝐶𝑆(𝑡) = 𝐶𝑆0 ·
𝑉0

𝑉(𝑡)
+ 𝐶𝑆𝑃1 ·

𝑉𝑃1

𝑉(𝑡)
+ 𝐶𝑆𝑃2 ·

𝑉𝑃2

𝑉(𝑡)
−

1

𝑌𝑃/𝑆
· 𝐶𝐸(𝑡) (6) 

 

𝐶𝑋(𝑡) = 𝑌𝑋/𝑆 · (𝐶𝑆0 ·
𝑉0

𝑉(𝑡)
+ 𝐶𝑆𝑃1 ·

𝑉𝑃1

𝑉(𝑡)
+ 𝐶𝑆𝑃2 ·

𝑉𝑃2

𝑉(𝑡)
− 𝐶𝑆(𝑡)) + 𝐶𝑋0 ·

𝑉0

V(t)
 (7) 
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em que: 

o termo (𝐶𝑆𝑃1
𝑉𝑃1

𝑉(𝑡)
) é igual a zero até a aplicação do primeiro pulso e o termo (𝐶𝑆𝑃2

𝑉𝑃2

𝑉(𝑡)
) 

igual a zero até a aplicação do segundo pulso. 

   

 

4.6 AVALIAÇÃO DO DESEMPENHO DAS FEMENTAÇÕES 

 

4.6.1 Parâmetros de desempenho do processo  

 

O desempenho dos processos foi delimitado a partir de dois importantes parâmetros, 

a produtividade em etanol (PE) e a conversão de substrato ao final do processo (XSF). 

A produtividade em etanol foi determinada pela relação entre a quantidade total de 

etanol produzido e o tempo de fermentação, utilizando a equação: 

 

𝑃𝐸 =
𝐶𝐸𝐹 − 𝐶𝐸0

𝑡𝐹 − 𝑡0
 (8) 

 

em que:  

𝐶𝐸𝐹  = concentração de etanol no final da fermentação (g·L-1); 

𝐶𝐸0 = concentração de etanol no início da fermentação (g·L-1);  

𝑡𝐹  = tempo final da fermentação (h); e 

𝑡0 = tempo inicial da fermentação (h). 

 

A conversão de substrato ao final do processo, é fundamental para fins de comparação 

entre diferentes condições de processo, porque estabelece o quanto de substrato, em termos 

percentuais, foi consumido durante todo o processo. A seguinte equação foi utilizada para 

sua determinação: 

 

𝑋𝑆𝐹 =
(𝐶𝑆0 · 𝑉𝑂 + 𝐶𝑆𝑃1 · 𝑉𝑃1 + 𝐶𝑃2 · 𝑉𝑃2) − 𝐶𝑆𝐹 · 𝑉𝐹

𝐶𝑆0 · 𝑉𝑂 + 𝐶𝑆𝑃1 · 𝑉𝑃1 + 𝐶𝑃2 · 𝑉𝑃2
· 100 (9) 
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4.6.2 Avaliação da cinética de produção de etanol 

 

A evolução dos valores de concentração de etanol com o tempo no processo possibilita 

a avalição da cinética de produção etanol a partir das suas velocidades. A velocidade 

instantânea de formação de produto para um processo em batelada alimentada pode ser 

determinada a partir da variação da massa de produto formado ao longo do tempo, conforme 

a seguinte equação: 

 

𝑟𝐸 =
1

𝑉(𝑡)
·

𝑑𝑚𝐸

𝑑𝑡
 (10) 

 

em que:  

𝑟𝐸  = velocidade de formação de etanol (g·h-1·L-1); 

𝑑𝑚𝐸

𝑑𝑡
 

= derivada da massa de etanol em relação ao tempo (g·h-1). 

 

 Para a resolução da derivada foi usado o método da diferença dividida finita 

centrada, para a primeira derivada (Chapra; Canale, 2016). Dessa forma a aproximação da 

equação que descreve o comportamento da derivada é dada da seguinte forma: 

 

𝑑𝑚𝐸

𝑑𝑡
≈

𝑚𝐸(𝑡𝑖+1) − 𝑚𝐸(𝑡𝑖−1)

𝑡𝑖+1 − 𝑡𝑖−1
 (11) 

 

 Para o ponto experimental inicial foi aplicado o método da diferença dividida finita 

progressiva, e para o ponto experimental final o método da diferença dividida finita 

regressiva (Chapra; Canale, 2016). As Equações (12) e (13) apresentam respectivamente 

como isso foi feito. 

 

𝑑𝑚𝐸

𝑑𝑡
≈

𝑚𝐸(𝑡𝑖+1) − 𝑚𝐸(𝑡𝑖)

𝑡𝑖+1 − 𝑡𝑖
 (12) 

 

𝑑𝑚𝐸

𝑑𝑡
≈

𝑚𝐸(𝑡𝑖) − 𝑚𝐸(𝑡𝑖−1)

𝑡𝑖 − 𝑡𝑖−1
 (13) 
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Levando em consideração que as variações nas concentrações de células afetam a 

formação de etanol no processo, é viável relacionar a velocidade instantânea com a 

concentração de células em um dado momento e encontrar a velocidade específica de 

formação de etanol (µE, h-1): 

 

𝜇𝐸 = 𝑟𝐸 ·
1

𝐶𝑋(𝑡)
 (14) 

 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A Tabela 2 apresenta comparativamente os principais resultados obtidos para os 

ensaios nas diferentes condições de temperatura. Os desvios padrões das medidas em 

triplicata dos parâmetros também são apresentados na Tabela 2. 

 

Tabela 2 – Principais resultados obtidos nas fermentações: concentração de final de etanol 

(CEF); produtividade em etanol (PE); conversão de substrato ao final do processo (XSF); 

coeficiente de rendimento de substrato em células (YX/S); e coeficiente de rendimento de 

substrato em produto (YP/S). 

Ensaio CEF (g·L-1) PE (g·L-1·h-1) XSF (%) YX/S (gX·gS
-1) YP/S (gP·gS

-1) 

1 76,11 ± 0,79 6,09 ± 0,06 67,59 ± 1,45 0,036 ± 0,004 0,451 ± 0,010 

2 78,58 ± 0,67 6,29 ± 0,05 65,68 ± 0,72 0,026 ± 0,006 0,476 ± 0,010 

3 76,88 ± 0,73 6,15 ± 0,06 68,89 ± 1,70 0,034 ± 0,003 0,459 ± 0,005 

4 73,51 ± 3,04 5,88 ± 0,24 66,56 ± 1,00 0,025 ± 0,005 0,463 ± 0,020 

5 78,02 ± 0,28 6,24 ± 0,02 66,01 ± 0,31 0,019 ± 0,004 0,484 ± 0,005 

1: fermentação a 28°C; 2: fermentação a 34°C; 3: fermentação com degrau de temperatura em CED 

= 40 g·L-1; 4: fermentação com degrau de temperatura em CED = 60 g·L-1; 5: fermentação com degrau 

de temperatura em CED = 80 g·L-1. Os valores a direita indica o desvio da média das medidas em 

triplicada. 

  

 Observando os desvios dos dados tabelados, verifica-se que não houve expressivas 

diferenças entre os valores dos parâmetros de desempenho CEF, PE, XSF obtidos nas 

fermentações realizadas considerando o tempo de 12,5 horas de fermentação. Cabe salientar 

que, devido às limitações de tempo do processo, não foi possível observar claramente os 

efeitos das diferentes condições de temperatura nos resultados de desempenho. 
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Possivelmente, se as fermentações fossem conduzidas por mais tempo, os efeitos inibitórios 

gerados pelo produto no consumo de substrato e na produção de seriam mais pronunciados.  

 Com relação ao coeficiente de rendimento de substrato em células, observou-se 

maior valor na fermentação conduzida à temperatura constante de 28 °C em comparação à 

fermentação de 34 °C. Estudos da literatura reportaram um comportamento similar (Riveira 

et al., 2017; Veloso et al., 2019; Cruz, 2019). A baixa temperatura permite o acúmulo de 

massa celular no processo, resultando em um elevado valor de YX/S. 

Para as fermentações com degrau de temperatura, onde o a aplicação de degrau 

demorou mais tempo para ocorrer (CED de 60 e 80 g·L-1) o comportamento de YX/S foi 

similar ao ensaio conduzido inteiramente a 34°C. No ensaio em que a temperatura foi 

reduzida na menor concentração de etanol (CED de 40 g·L-1), o valor de YX/S foi mais 

próximo da fermentação conduzida inteiramente a 28°C. 

No que diz respeito ao coeficiente de rendimento de substrato em etanol, o 

comportamento foi inverso ao de YX/S, com o menor valor sendo observado na fermentação 

a 28 °C e o maiores valores para as fermentações a 34 °C e com degrau em CED de 80         

g·L-1. Para as outras condições de degrau, os valores obtidos para o parâmetro YP/S foram 

intermediários. 

Fermentações em temperaturas e concentrações de etanol elevados, interferem na 

fluidez e permeabilidade da membrana plasmática, isso exige uma maior quantidade de 

energia na forma de ATP (adenosina trifosfato) para manutenção celular. Neste caso, 

aumentam-se, portanto, os custos energéticos para produção de biomassa (Basso; Basso; 

Basso, 2020). A mudança brusca de temperatura nas condições de degraus representa uma 

condição de estresse, exige uma nova adaptação da levedura ao meio e, portanto, também 

implica em maior gasto energético para manutenção celular.  Portanto, nas condições de 

maiores temperaturas e estresse térmico devido ao degrau associado com maiores 

concentrações de etanol, o metabolismo celular se desloca para a produção de energia e 

consequentemente para uma maior conversão de substrato em etanol (Basso; Basso; Basso, 

2020). Tal fato justifica tanto o comportamento de YX/S como de YP/S nas fermentações, 

além dos valores de CEF ligeiramente superiores nas fermentações a 34 °C e com degrau em 

CED de 80 g·L-1. 

 As Figuras de 4-6 apresentam os perfis de concentração de células (CX), 

concentração de substrato (CS) e concentração de etanol (CE), para os ensaios de 1 a 5. Os 

desvios padrões das medidas obtidas em triplicatas foram adicionados como barras de erro. 
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Os pontos experimentais onde não é possível visualizar as barras apresentaram desvios 

padrões muito pequenos para serem representados graficamente.  

 

Figura 4 – Perfis das concentrações de células (CX) nos diferentes ensaios. As linhas tracejadas 

indicam o momento da aplicação do degrau de temperatura de 34 para 28 °C. 

 

Fonte: Acervo pessoal da autora. 
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Figura 5 – Perfis das concentrações de substrato (CS) nos diferentes ensaios. As linhas tracejadas 

indicam o momento da aplicação do degrau de temperatura de 34 para 28 °C. 

 

Fonte: Acervo pessoal da autora.  
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Figura 6 – Perfis das concentrações de etanol (CE) nos diferentes ensaios. As linhas tracejadas 

indicam o momento da aplicação do degrau de temperatura de 34 para 28 °C. 

 

Fonte: Acervo pessoal da autora. 

 

Os perfis apresentados pelas figuras acima ratificam o argumento em relação à 

produção de biomassa. As condições de degraus que permaneceram mais tempo em maior 

temperatura, bem como o ensaio conduzido totalmente à 34°C, resultaram em menores 

concentrações celulares ao decorrer do ensaio. 

Visando cumprir os objetivos comparativos desse trabalho foi interessante avaliar a 

cinética das velocidades de produção de etanol. A Figura 9 apresenta as velocidades 

instantâneas de produção de etanol (𝑟𝐸) nos diferentes ensaios.  

Comparando primeiramente as fermentações em temperaturas constantes, observa-se 

que os valores de 𝑟𝐸  foram maiores na fermentação a 34 °C no início dos ensaios, mas a 

partir de 4 h, os valores foram similares para as duas condições, e nas três últimas horas de 

fermentação esses valores foram superados pela fermentação a 28 °C. Tal comportamento 

se justifica pelo fato de que as velocidades do metabolismo da levedura são, normalmente, 

maiores em temperaturas maiores, mas são afetadas negativamente na medida em que o 

etanol se acumula no caldo fermentativo, devido à sua toxicidade. Em menores 

temperaturas, por outro lado, a levedura apresenta maior tolerância ao etanol, o que reflete 
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em uma menor queda das velocidades no metabolismo na medida em o que o etanol se 

acumula (Veloso et al., 2019; Tosseto, 2002). 

Com relação às fermentações com degraus, foi notório que a aplicação do degrau nas 

concentrações de 60 e 80 g·L-1, resultou na redução da velocidade de formação de etanol 

para valores inferiores àqueles obtidos para as fermentações constantes nas últimas horas de 

processo, contrapondo a hipótese do presente trabalho. Por outro lado, quando o degrau foi 

aplicado na concentração de etanol de 40 g·L-1, embora os valores de 𝑟𝐸 tenham reduzido, 

ao final da fermentação os valores foram similares aos valores das fermentações em 

temperaturas constantes, indicando que esta foi a melhor condição de degrau.    

  

Figura 7 – Velocidade instantânea de formação de etanol nos diferentes ensaios. 

 

Fonte: Acervo pessoal da autora. 

 

 Tendo em vista que os valores de concentração da biomassa oscilaram em 

decorrência das características de temperatura em cada processo, foi importante avaliar a 

velocidade específica de produção de etanol (µ𝐸) para as respectivas concentrações de 

células. 
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 A Figura 10 apresenta o comportamento de µ𝐸  para cada ensaio. Como é possível 

observar, os resultados de µ𝐸  vão ao encontro dos resultados de 𝑟𝐸, confirmando a queda de 

desempenho das fermentações com degrau em comparação às fermentações constantes, e o 

melhor desempenho da fermentação com degrau na concentração de etanol de 40 g·L-1 

frente as outras condições de degrau (concentração de etanol de 60 g·L-1 e 80 g·L-1). 

  

Figura 8 – Velocidade específica de formação de etanol nos diferentes ensaios. 

 

Fonte: Acervo pessoal da autora. 

 

Portanto, diante dos resultados das velocidades, foi possível observar que não é 

compensatório a aplicação tardia de degraus de temperatura. O estresse gerado pela queda 

abrupta de temperatura e pela inibição pelo etanol pode ser mitigado quando o degrau é 

aplicado no início do processo de inibição. A condição em que o degrau foi aplicado com 

40 g·L-1 de etanol apresentou velocidades satisfatórias, principalmente na parte final do 

tempo de fermentação. Deve ser mencionado que as fermentações não foram conduzidas até 

o consumo completo de substrato e que o prolongamento do processo até o alcance desse 

consumo total proporcionaria resultados de desempenho mais claros para comparação dos 
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ensaios. Contudo, o comportamento das velocidades são um bom indício de que a estratégia 

de aplicação de degrau durante o processo fermentativo, se realizada no momento certo, 

pode ser promissora para fermentações VHG. Outros testes serão necessários em trabalhos 

futuros, utilizando, por exemplo, biorreatores e o modo de operação aplicado 

industrialmente, para consolidação da estratégia. 

  

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os experimentos propostos por esse trabalho possuíam o objetivo de avaliar o 

desempenho de fermentações VHG em diferentes condições de temperatura, tal proposta foi 

devidamente cumprida. A hipótese defendida é a de que a aplicação de degrau de 

temperatura na fermentação VHG, gera melhor desempenho se comparada à fermentação 

VHG em temperatura constante. Nas condições experimentais utilizadas no presente 

trabalho (modo de operação, tempo de processo e escala), embora os resultados obtidos não 

mostraram melhor produtividade em etanol com aplicação de degraus, foi possível verificar 

a partir da análise das velocidades de produção de etanol, que a melhor estratégia de 

aplicação de degrau é no início do processo de inibição pelo etanol. Os resultados aqui 

apresentados são promissores e contribuem para a melhoria de fermentações VHG, visando 

um menor consumo de água de resfriamento do processo e maiores velocidades de produção 

e produtividade em etanol. 
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