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RESUMO

O bioetanol se apresenta como uma alternativa aos combustiveis fosseis por ser uma fonte
renovavel de energia. O didxido de carbono liberado na sua queima é captado pelas plantas
usadas como biomassa na sua producgdo. Porém, os custos associados ao processo produtivo
e a elevada eficiéncia energética da gasolina colocam o bioetanol em segundo plano. Uma
forma de aumentar a competitividade é obter maiores concentracdes de etanol ao final da
fermentacao, sendo este um desafio ainda a ser superado no processo industrial. Nesse ponto,
a fermentacdo em altissima gravidade (VHG - sigla em inglés para very hight gravity),
processo normalmente conduzido em baixas temperaturas, se apresenta como uma
alternativa. No entanto, fermentacdes VHG possuem alguns gargalos, como a baixa
produtividade em etanol e o elevado consumo de agua de resfriamento para manutencéo da
fermentacdo em baixas temperaturas. Esse projeto teve como objetivo avaliar se
fermentacdes VHG conduzidas inicialmente em alta temperatura (34 °C - valor comumente
utilizado em fermentac@es industriais) e finalizadas em baixa temperatura (28 °C - valor
comumente utilizado em fermentagdes VHG) proporcionaria maiores desempenhos em
comparagdo a fermentacdes VHG convencionais conduzidas a temperaturas constantes.
Assim, foi avaliada a aplicacéo de degraus de temperatura (reducdo abrupta) em diferentes
concentragdes de etanol, visando encontrar o melhor momento para reducédo da temperatura.
Com isso, foi possivel verificar, com base nas velocidades instantanea e especifica de
producdo de etanol, que o melhor momento para aplicacdo de degrau é no inicio da inibicao
gerada pelo produto, em uma concentragdo de etanol de 40 g-L*. Esse resultado representa
bases cientificas para 0 melhoramento dos processos fermentativos VHG para producgéo de

bioetanol.

Palavras-chaves: bioetanol; fermentacdo em altissima gravidade; degrau de temperatura;

melhoramento de processos.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que em 2022, 82% do consumo de energia mundial adveio de combustiveis
fosseis, valor que pode ser justificado pelo fato desses combustiveis possuirem grande
eficiéncia energética (Energy Institute, 2023). O petroleo € o recurso mais utilizado,
principalmente para producéo de gasolina para o abastecimento de veiculos (ANP, 2023).
A queima de combustiveis fésseis para obtencdo de energia representa uma parcela
consideravel da liberacdo de gases poluentes na atmosfera (SEEG, 2023).

O etanol advindo de biomassa, denominado bioetanol, é uma alternativa para diminuir
0s impactos da poluicdo gerada pela queima dos combustiveis fosseis. Este constitui uma
fonte de energia proveniente de matérias-primas organicas, como o milho e cana-de-acucar,
sendo considerado renovavel. A sua queima para producdo de energia e locomocdo de
automoveis resulta na liberacao de didxido de carbono, a qual é compensada pela captacdo
que as plantas realizam durante seu crescimento (Chuck-Hernandez et al., 2011). No Brasil
a legislacéo exige que de 23 a 25% do volume total da gasolina vendida nos postos de
abastecimento seja de etanol. Aléem de aumentar a octanagem e resisténcia a compresséao,
essa pratica visa diminuir os impactos gerados pela queima do combustivel fossil (ANP,
2023).

O quarto relatério da safra 2022/23 da producdo de cana-de-aguUcar apresentou um
crescimento de 3,6% na producdo nacional de etanol se comparado a safra anterior, e um
aumento de 14% em relacdo ao etano anidro, etanol adicionado a gasolina (CONAB, 2023).
O aumento da demanda nacional mostra que processos de producdo do bioetanol mais
eficientes, que proporcionem maiores concentracoes finais de etanol no caldo fermentativo
e maiores produtividades, sdo desejaveis.

Industrialmente a producdo de etanol possui uma grande limitagdo: a inibicao pelo
produto que a Saccharomyces cerevisiae sofre durante a fermentacdo (Gomes, 2020). Esse
efeito esta relacionado diretamente com a temperatura, que em elevadas faixas aumenta a
fluidez da membrana celular, possibilitando o fluxo de substancias téxicas para 0 meio
intracelular (Phisalaphong; Srirattana; Tanthapanichakoon, 2006). Esse processo inibitorio
dificilmente gera vinhos com teor alcodlico superior a 80 g-L™* (10°GL) (Veloso et al.,
2019).

Em condicdes de baixas temperaturas é viavel aumentar a concentracdo de substrato
no mosto para obter vinhos mais concentrados (Rivera; Yamakawa; Saad, 2017). O processo

conduzido nesses termos é conhecido como fermentagdo em altissima gravidade (VHG -
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sigla em inglés para very hight gravity), vantajoso pela economia energética na recuperagédo
do etanol e geragdo de menor volume de vinhaca (Cruz; Resende; Ribeiro, 2021).

Mesmo solucionando o problema da inibicdo gerada pelo substrato, a fermentacéo
VHG possui uma desvantagem associada a 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 ira avaliar a reducdo da temperatura durante o processo
fermentativo VHG como uma alternativa para melhorar o processo. A hipotese experimental
a ser testada € a de que um processo conduzido inicialmente em temperatura maior acelera
0 metabolismo celular, e a subsequente redugéo da temperatura quando o etanol inibe o
metabolismo da levedura possibilita a continuidade do processo, resultando em um melhor
desempenho em comparacdo a fermentac6es VHG convencionais em que a temperatura €

mantida constante durante todo o processo.
2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a aplicacdo de degrau para reducdo de temperatura na fermentacgdo alcoo6lica
VHG em batelada alimentada por pulso de substrato, visando um aumento da produtividade
em bioetanol no processo.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcancar tal objetivo foram definidos os seguintes objetivos especificos:

e Avaliar o desempenho da fermentacdo VHG a 34 e 28°C em termos de concentragao
e produtividade de etanol e conversao de substrato; e

e Avaliar o desempenho da fermentacdo VHG com a aplicagdo de degrau de

temperatura de 34°C para 28°C em diferentes concentragdes de etanol.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 PRODUCAO DE BIOETANOL NO BRASIL

Nos ultimos 50 anos, o Brasil despontou como uma grande poténcia na producéo
agricola, o que se deve principalmente a grande disponibilidade de terras agricultaveis e
agua, boa incidéncia solar e investimentos em pesquisa agricola (EMBRAPA, 2018).

O plantio de cana-de-acgucar para a industria sucroalcooleira nacional chegou a marca
de 610,1 milhdes de toneladas na safra 2022/23, um aumento de 5,4% em relacao ao periodo
anterior. A producdo de etanol se beneficiou desses nimeros com um aumento da producéo
no Nordeste, além do crescimento do etanol de milho que chegou a marca de 3,97 bilhdes
de litros (CONAB, 2023).

De acordo com dados da Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP), em 2022 a producédo de etanol no Brasil foi de 30,7 bilhdes de
litros, uma alta de 2,5% em relacdo ao ano anterior. A média anual no aumento da producédo
entre os anos de 2013 a 2022 ¢é de 1,1%, valor ainda baixo para um combustivel que pretende
substituir uma importante fonte de energia ndo renovavel (ANP, 2023).

Dentre as regides da federacdo, a Sudeste lidera a producéo de etanol com uma parcela
de 49,2%, um total de 15,1 bilhdes de litros. O estado de Sdo Paulo produziu sozinho 12
bilhGes de litros, 39% do volume da producdo nacional. Na ordem de producdo, tem-se
Centro-Oeste com 40,7% (12,5 bilhdes de litros), Nordeste com 5,7% (1,8 bilhdes de litros),
Sul com 3,5% (1,1 bilhdes de litros) e Norte com 0,9% do total, correspondente a 269,8
milhdes de litros (ANP, 2023).

Ainda segundo o relatério anual da ANP, o volume total de exportacdo do etanol
brasileiro foi de 2,4 bilhdes de litros. O etanol nacional foi destinado principalmente para as
regibes da Asia-Pacifico (906,2 milhdes de litros), Europa (867,9 milhdes de litros) e
Ameérica do Norte (470,5 milhdes de litros). O pais que recebeu o maior volume de
exportacdo foi a Coreia do Sul, com 739,5 milhdes de litros. As importagfes atingiram o
volume de 315,9 milhdes de litros, sendo que 67,1% desse volume originam-se dos Estados
Unidos (ANP, 2023).

No mercado internacional, os Estados Unidos lideram a producdo de etanol. Em 2022,
0 pais produziu 58,3 bilhdes de litros, isso representa 55% da producdo mundial. No ranking

de producéo, o Brasil ocupa o segundo lugar com 27% da producdo mundial. O terceiro
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colocado, a Unido Europeia, detém 5% dessa producdo, o que evidencia a importancia do

Brasil na produgéo do biocombustivel (RFA, 2023).

3.2 MODOS DE OPERACAO DOS PROCESSOS FERMENTATIVOS

O processo em que 0s aglcares fermentesciveis sdo transformados em alcool etilico
se chama fermentacdo alcodlica (Basso, 2004.). Esse processo ocorre em biorreatores, que
sdo reatores quimicos onde 0s processos séo catalisados por biocatalisadores. As variagdes
decorrentes das diversas possibilidades de conducdo de um biorreator se devem as
caracteristicas do microrganismo, o meio de cultivo e 0s objetivos do processo que se deseja
executar (Hambor, 2012).

Os modos de operacdo empregados em um biorreator sdo trés: descontinuo, continuo
e descontinuo alimentado. As particularidades de cada um podem ser adaptadas para
abranger o processo que se deseja conduzir por meio de um biorreator. A principal diferenca
entre eles se apresenta pela forma como o substrato é adicionado e o caldo fermentado é
retirado no processo (Larroche et al., 2016).

O descontinuo, conhecido também como batelada, se caracteriza pela utilizacdo de
mosto esterilizado inoculado no inicio do processo e durante toda a fermentacdo nada é
adicionado ou retirado. O caldo fermentado é retirado somente ap6s a finalizacdo do
processo. Caso ndo ocorra perda de liquido por evaporacdo durante a fermentacéo, o volume
permanece constante (Sonego, 2016). Nessas condicGes de operacdo, 0s riscos de
contaminagdo sdo menores, contudo, os rendimentos podem ser baixos devido a inibicédo
que o substrato pode apresentar (Schmidell et al., 2021).

No processo continuo ocorre entrada e saida simultaneas de meio contendo substrato
e caldo fermentado, respectivamente, visando manter o volume constante dentro do
biorreator (Veloso, 2019). Com isso é possivel conduzir processos em estado estacionario
por longos periodos. No entanto, a condicdo estacionaria do processo exige maiores
investimentos de instalacdo, aumenta a possibilidade de mutagdes genéticas e possiveis
contaminagdes (Larroche et al., 2016).

O processo descontinuo alimentado ou batelada alimentada consiste na alimentacéo
gradual de meio de cultivo ou nutrientes durante o processo. Industrialmente, sua aplicagédo
visa diminuir a inibicdo pelo substrato que as células podem sofrer ao decorrer do processo
(Carvalho e Sato, 2001). O fluxo de alimentacdo do substrato pode ser continuo ou

intermitente, possibilitando o controle de sua concentragdo no mosto e 0 acumulo de um
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produto a partir do deslocamento do metabolismo celular para tal finalidade (Schmidell et
al., 2021).

Em fermentagBes alcodlicas o substrato é considerado inibitdrio em concentracdes
acima de 150 g-L* (Thatipamala; Rohani; Hill, 1992). Em processos que visam 0 menor
gasto energético possivel e grandes volumes de producédo, a alimentagdo continua evita
condices inibitorias, otimizando o processo. O substrato presente no mosto alimentado ao
longo do processo é constantemente convertido pela levedura em alcool e didxido de
carbono, o que o mantém em niveis menores, evitando a inibicdo (Schmidell et al., 2021).

Cerca de 85% das destilarias brasileiras atuam com o modo de operacdo em batelada
alimentada. O mosto é adicionado a suspensdo de células, chamada de pé-de-cuba, durante
um intervalo de tempo até que se atinja o volume util da dorna (Veloso, 2019). Em seguida,
0 processo continua até o consumo completo dos acucares. Como o substrato é adicionado
aos poucos, as células diminuem seu tempo de adaptacdo e reproducdo se comparado a
batelada, o que resulta em uma economia de aglcar e consequentemente um rendimento

elevado em etanol (Tosetto, 2002).

3.3FERMENTACAO VHG

Com o objetivo de aumentar o teor de etanol no caldo para 15% (v-v-1) ou mais, na
década de 1990 comegou-se a usar mostos com concentracio de 25% (m.m™) aglicares
redutores totais (ART) (Bayrock; Ingledew, 2001). Esse processo é conhecido como
fermentacdo alcodlica em altissima gravidade, ou VHG (sigla em inglés para very high
gravity). Essa abordagem além de aumentar o teor de etanol no vinho também reduz o
consumo de vapor na destilacdo, a producdo de vinhaca e o0s custos associados aos
equipamentos (Veloso et al., 2019).

As fermentagdes podem ser categorizadas em NG (normal gravity), HG (high gravity)
e VHG, dependendo da concentragdo de substrato. Fermentagfes NG séo realizadas com
até 180 g-L* de ART, enquanto fermentages HG empregam de 180 a 250 g-L! de ART, e
fermentacdes VHG utilizam mais de 250 g-L de ART. Nessa ultima, empregam-se baixas
temperaturas durante a fermentacdo para minimizar o efeito inibitério do etanol,
possibilitando a utilizacdo de mostos com concentracdes mais elevadas de ART (Rivera;
Yamakawa; Saad, 2017).

O uso de temperaturas mais baixas em fermentac6es VHG resulta na obtencéo de

vinhos mais concentrados em etanol. Entretanto, essa estratégia apresenta uma limitagéo
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importante, especificamente, uma produtividade volumétrica em etanol mais baixa em
comparacdo com fermentages convencionais (9 g-L™*-h™) (Sonego et al., 2016; Veloso et
al., 2019). Além disso, é relevante destacar que a manutencdo da fermentacdo em
temperaturas inferiores ao longo de todo o processo estd frequentemente associada ao
consumo de grandes volumes de agua de resfriamento (Veloso et al., 2023).

Dada a influéncia da temperatura na fermentacéo alcoolica, a reducéo da temperatura
durante o processo pode ser uma estratégia interessante para superar as limitacGes
mencionadas. Desta forma, busca-se favorecer a velocidade de producdo de etanol ao
empregar temperaturas mais elevadas no inicio do processo e, subsequentemente, reduzir a
toxicidade do etanol utilizando temperaturas mais baixas apenas na fase final da

fermentacéo.

3.4 BIOQUIMICA DA FERMENTACAO ALCOOLICA

A producdo de etanol ocorre por meio do metabolismo celular da Saccharomyces
cerevisiae que em condicdes anaerdbias converte glicose em didxido de carbono e etanol
(Bastos, 2010). A levedura consome agucares para conseguir energia na forma de Adenosina
Trifosfato (ATP) suficiente para o seu ciclo de vida. O etanol € apenas um subproduto desse
processo, ndo possuindo nenhuma utilidade para o microrganismo, e por isso é excretado
(Amorim; Basso; Alves, 1996).

O processo bioldgico ocorre no citoplasma celular em uma sequéncia ordenada de
reacfes quimicas conduzidas por enzimas glicoliticas (Lima; Basso; Amorim, 2001). A
Figura 1 apresenta um esquema simplificado da via metabolica do processo de producéo de

etanol por Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 1 — Representacdo esquematica da via metabdlica da fermentacdo alcodlica realizada pela
levedura S. cerevisiae.

Glicose + Frutose
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Glicose + Frutose cerevisiae

& |
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fosfato Gliceraldeido-3-fosfato Aminoacidos
Glicerol Piruvato
- CO; Acetaldeido "‘:'d}“
£ l organicos

Etanol

Fonte: Rodrigues (2019).

O processo de producdo alcodlica a partir da cana-de-agucar ocorre primeiramente

com a quebra da sacarose a glicose e frutose, feita pela acdo da enzima invertase, como é
possivel observar na Figura 2.

Figura 2 — Hidrolise da sacarose em meio aquoso através da acdo da enzima invertase.

CH,0H H,0 CH,OH
CH,OH CH,0H
0 0 E 0, oH 0. OH
OH o HO oert OH + HO
HO CH,0H TVerase g CH,0H
OH OH OH OH
Sacarose (C,H,,0)) Glicose (CgH,,04) Frutose (C4H,,04)

Fonte: Veloso (2019).

Com os monossacarideos disponiveis, a levedura realiza a fermentagdo. Em condicdes
anaerdbicas, a producdo de alcool etilico e dioxido de carbono ocorre de acordo com a
Equacdo 1 (Lopes; Borges, 2009).

CsHy,04 — 2C,HsOH + 2C0, 1)
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Respectivamente, as massas molares de hexose, etanol e dioxido de carbono sdo 180,
42 e 44 g-mol™. De acordo com a estequiometria da reacdo, 1 mol de hexose (180 g) é
convertido em 2 mols de etanol (92 g) e 2 mols de dioxido de carbono (88 g). Isso resulta
nos coeficientes de rendimento tedrico de substrato para etanol e para CO2 de 0,511 g-g?t e
0,489 g-g’1, respectivamente. Entretanto, na prética, a célula usa parte do substrato para
suprir outras funcdes celulares, resultando em producdo de glicerol, acidos orgéanicos e
biomassa. Nas destilarias, o rendimento em etanol obtido varia entre 89 e 91,5% do tedrico
(Dias et al., 2015).

3.5 EFEITOS INIBITORIOS DA TEMPERATURA E ETANOL NA FERMENTACAO
ALCOOLICA

Na fermentacdo alcodlica, o etanol produzido atua como o principal inibidor do
metabolismo da levedura. Quando sua concentragdo no caldo ultrapassa 40 g-L?, o
metabolismo da levedura é afetado, resultando em uma reducdo na velocidade de formacéo
do produto. Reporta-se que em concentracdes acima de 90 g-L, o metabolismo pode ser
completamente inibido, especialmente em fermentacdes conduzidas a 34 °C (Maiorella et
al. 1983). Além de inibir o crescimento celular, o acimulo de etanol no caldo fermentativo
provoca a desativacdo de algumas enzimas, resultando em uma reducdo na viabilidade
celular (Basso; Basso; Basso, 2020).

Na producdo de etanol, a faixa de temperatura considerada ideal encontra-se entre
26 °C e 35 °C. No entanto, ndo é incomum que a temperatura nas destilarias alcance 38 °C.
A medida que a temperatura aumenta, a velocidade da fermentacio também aumenta, mas
isso pode favorecer a contaminacdo bacteriana. Além disso, as leveduras tornam-se mais
sensiveis a toxicidade do proprio etanol (Lima, 2019). Isso ocorre porque temperaturas
elevadas resulta em maior fluidez da membrana celular, o que, por sua vez, facilita o fluxo
de substancias toxicas para o interior da célula (Madeira et al., 2010). A presenca do etanol
também contribui para alteracbes da composicdo da membrana citoplasméatica. Como
consequéncia, a permeabilidade dessa membrana para certos ions, como 0s ions de
hidrogénio, aumenta significativamente (Alexandre, 1994).

Ao reduzir a temperatura da fermentacéo, observa-se um aumento na resisténcia da
levedura ao etanol, bem como uma diminui¢cdo na formacgdo de subprodutos indesejados

durante o processo. 1sso ocorre devido a menores niveis de estresse em condi¢es de menor
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temperatura (Lora; Venturi, 2012). Portanto, esta pode ser uma alternativa para
fermentagdes alcodlicas VHG, visando a obtencdo de vinhos com alto teor de etanol, que
apresentam diversas vantagens. Eles possibilitam a reducdo do consumo de agua, por meio
da menor diluicdo do mosto, e diminuem o gasto energético durante a etapa de destilacéo,
contribuindo para a sustentabilidade do processo industrial. Nas destilarias, o teor final de
etanol é limitado pela tolerancia 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 consequéncia da reducéo das velocidades do metabolismo
(Torija et al., 2003).

4. MATERIAIS E METODOS

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 composicdo: glicose (concentragdo total de 260 g-L ™), KH2PO4 (6,72 g-L°
1, MgS04.7H,0 (1,68 g-L 1), extrato de levedura (8,16 g-L™) e ureia (6,38 g-L™). O pH do
meio de cultura foi ajustado para 4,6 através da adicdo de acido cloridrico (HCI) na
concentracédo de 1M.

4.2 FERMENTACOES VHG

Nos ensaios fermentativos, foi avaliada a mudanca de temperatura de 34 para 28°C,
na forma de degrau (reducdo abrupta), em condicGes de altissima gravidade (VHG). Foram
realizados dois ensaios controles conduzidos inteiramente nas temperaturas de 34 e 28°C.
O primeiro estd dentro da faixa amplamente usada industrialmente para as fermentacoes
alcodlicas em batelada alimentada (Basso et al., 2011). O segundo é uma condi¢do VHG
comumente reportada na literatura e foi utilizada para comparagdo com as fermentacGes
VHG com degrau (Veloso et al., 2019). A reducdo de temperatura foi avaliada em diferentes
concentragdes de etanol no caldo, visando avaliar qual o melhor momento para aplicar o
degrau. Na Tabela 1 estdo apresentados os ensaios fermentativos realizados e as condic¢des

experimentais.

18



Tabela 1- CondicBes que foram avaliadas nos diferentes ensaios fermentativos.

Ensaios Temperatura (°C) Cst(g'L?) Ceb (g'L?Y)
1 28 260 -
2 34 260 -
3 34-28 260 40
4 34 - 28 260 60
5 34-28 260 80

Csr: concentracdo de substrato total do processo; Cep: concentracdo de etanol para aplicagdo de
degrau.

Todos os ensaios foram conduzidos em batelada alimentada com dois pulsos de
solucdo de glicose. Os ensaios foram iniciados com 130 g-L* de glicose (Cso) em um
volume inicial de caldo fermentativo de 20 mL (Vo) e, posteriormente, foram adicionados
dois pulsos de solugéo de glicose de 5 mL (Vp1 € Vp2) com concentracdo de 520 g-L?, (Csp1
e Csp2) completando o volume total do processo de 30 mL e a concentracéo total de substrato
de 260 g-L. Os pulsos foram adicionados em momentos diferentes quando a concentragio
de glicose alcangou aproximadamente 20 g-L1. Os ensaios foram realizados em triplicata.

As fermentagdes foram realizadas utilizando uma linhagem comercial liofilizada de
Saccharomyces cerevisiae. A levedura foi previamente hidratada em agua destilada e, em
seguida, inoculada (6 mL) em uma concentracéo de 30 g-L (Cxo) no meio de cultura (14
mL), o qual foi distribuido em frascos Erlenmeyer de 50 mL. Apoés a inoculacao, os frascos
foram cobertos com filme de PVC com um pequeno furo para permitir a saida dos gases e
evitar a entrada de ar no sistema. Em seguida, os frascos foram pesados em balanca analitica,
para obtencdo da massa inicial, e transferidos para uma mesa incubadora rotativa com
controle de temperatura e frequéncia de 120 rotacdes por minuto. As fermentagcfes foram
conduzidas até 12,5 horas de processo, e a cada intervalo de 30 minutos, os frascos foram
pesados para determinacao da concentracdo de etanol.

A Figura 3 apresenta de forma esquematica como o processo foi conduzido.
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Figura 3 — Esquema ilustrativo da condugdo do processo.

1° Pulso 2° Pulso

Vo, Cso, Cxo V), Cst)y Cx(t)» CE(t) Vs Csityy Cx(t)» CEt)

Fonte: Acervo pessoal da autora. Legenda: Vo = volume inicial; Csp = concentracdo inicial de glicose;
Cxo = concentracdo inicial de células; V() = volume da fase liquida variando no tempo; Cs = concentracéo
de glicose variando no tempo; Cxq = concentragdo de células variando no tempo; Cgy = concentragdo de
etanol variando no tempo; Csp; = concentragdo de substrato do primeiro pulso; V1 = volume do primeiro

pulso; Csp, = concentragdo de substrato do segundo pulso; Ve, = volume do segundo pulso.

4.3 METODOLOGIAS ANALITICAS

4.3.1 Concentracao celular

A concentracdo de células foi determinada no inicio e no final das fermentacdes por
método gravimétrico, mesmo utilizado por Sonego et al. (2016). As amostras passaram por
centrifugacdo e as duas fases foram separadas. Na sequéncia, foi adicionada agua destilada
a fase de fundo, a qual foi submetida mais uma vez a centrifugacao. Por fim, a fase de fundo
foi colocada em estufa a 70 °C por 48 horas para obtencdo da concentragdo em base seca.

4.3.2 Concentracao de etanol
A concentracéo de etanol (g-L™?) 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 fermentagcdo. Dessa maneira,

foi possivel determinar a evolucdo da concentracdo de etanol (Cgeq) ao longo do tempo,
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empregando a relacdo estequiometria, 1 mol de etanol/l mol de CO,, da reacdo de
fermentagdo alcodlica (Equagéo 1), conforme a Equacdo 2. Note que a Equacgéo 2 considera

0s novos valores de volume apds a aplicacéo dos pulsos.

MMetanol *Meo, (o)

Cey = MMeq, Vg @)
em que:
Mco, ) = massa de CO: liberada no tempo “t” (g);
MMetano,y = massamolar do etanol (g-mol™);
MMy, = massamolardo COz (g-mol?);
Vo = volume da fase liquida no tempo “t” (L).

Na Equacéo 2, para obtengdo da massa de CO: liberada com o tempo em cada ensaio,
foi medida a perda de massa nos frascos de fermentacdo e, simultaneamente, a perda de
massa em um frasco contendo apenas meio de cultura (my;,gncocr)), denominado branco.
Assim, mcq, @ foi calculada a partir da diferenca entre a perda de massa na fermentagéo e
a perda de massa no branco.

O volume da fase liquida ao longo do tempo, na Equacéo 2, foi calculado conforme

a seguinte equacao:

Mpranco(t)

Vo = Vot Vr Ve === @3)
em que:
Mprancory = Pperda de massa do branco no tempo “t” (g);
p = densidade do meio de cultura (g-L™) (considerou-se a densidade da

agua).
Na Equacéo 3, o termo Vp, € igual a zero até a aplicacdo do primeiro pulso e o termo

Vp, igual a zero até a aplicacdo do segundo pulso. Os valores de densidade foram alterados

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

As concentragdes iniciais e finais de glicose em todos 0s ensaios fermentativos foram
determinadas por meio de método colorimétrico adaptado de Miller (1959), utilizando o
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) como agente oxidante. A solucdo foi composta por 75 g
de Tartarato, 4 g de NaOH e 2,5 g de DNS, todos dissolvidos em 250 mL de agua destilada.
Durante a determinagéo da concentracdo, amostras de cada ensaio nos pontos inicial e final
da fermentacdo foram cuidadosamente diluidas em tubos de amostra, totalizando volume
final de 500 pL.

Em seguida, foi adicionado um volume equivalente (500 uL) de solugdo DNS a cada
tubo. As solugdes resultantes dessa mistura foram entdo aquecidas em banho-maria a 100°C
por cinco minutos e, posteriormente, resfriadas em banho de gelo. Apds esse processo, 5
mL de agua destilada foram adicionados a cada tubo, e a leitura da absorbancia foi realizada
a 540 nm. Os resultados obtidos foram relacionados com as concentracGes de glicose através
de uma curva padrdo construida seguindo 0os mesmos passos mencionados anteriormente,

com concentragBes padronizadas de glicose de 0,0; 0,5; 1,0; 1,5 2,0 g-L™.

4.4 OBTENCAO DOS COEFICIENTES DE RENDIMENTO

A determinacdo do coeficiente de rendimento de substrato em produto (Yes) € 0
coeficiente de rendimento de substrato em célula (Yxss) foi realizada separadamente para
cada ensaio considerando que eles podem variar nas diferentes condigdes do processo. No
inicio de cada fermentacdo, foram determinadas as concentracdes de células e substrato e,
no final, as concentracdes de etanol (a partir da perda de massa de COz), substrato e células.

A partir dos dados, o Ypss foi calculado a partir da seguinte equacéo:

Cer " Vi
Cso - Vo + Csp1 - Vp1 + Cpy - Vo — Csp + Vi

Yp /s = (4)

em que:
Cer = concentragdo final de etanol (g-L™);
Vi = volume final da fase liquida (L);
Cso = concentragdo de substrato no inicio da fermentagdo (g-L™);
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Vo = volume inicial da fase liquida (L);

Csp1 = concentragéo de substrato no primeiro pulso (g-L™?);
Vp1 = volume do primeiro pulso (L);

Cspo = concentragdo de substrato no segundo pulso (g-L™);
Vp, = volume do segundo pulso (L);

Csr = concentragéo final de substrato (g-L™).

No mesmo sentido, foi possivel obter 0 Yxsaplicando a equacéo:

Cxr - Ve = Cxo- Vo (5)
Cso " Vo + Csp1 - Vp1 + Cpy - Vpy = Csp - Vr

Yx/s =

em que:
Cxr = concentracéo final de células (g-L™?);
Cxo = concentragdo inicial de células (g-L™).

4.5 OBTENCAO DOS PERFIS DE CONCENTRACAO

Os valores de concentragdes de substrato (Csw) e células (Cx) ao longo do tempo
nas fermentacdes VHG em batelada alimentada por pulso foram determinados a partir dos

coeficientes Ypss € Yxs, respectivamente, conforme as Equacdes 5 e 6.

Corpr = Cop &t Copy +SPL 4 Copy L2 1 (6)
Sit) — “so "7, SP1 'Y, sp2°', T v T YE®
Ve Vo Vio  Yess
Vo Vp1 Vpy Vo
Cxey = Yxss - <Cso % + Cspy - % + Cspy % — Cspy | + Cxo m (7)
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em que:

14 7 s ; . ~ . . %4
o0 termo (CSP1 V—“) é igual a zero até a aplicacdo do primeiro pulso e o termo (CSPZ V—”)
® ®

igual a zero até a aplicacdo do segundo pulso.

4.6 AVALIAQAO DO DESEMPENHO DAS FEMENTAC}@ES
4.6.1 Parametros de desempenho do processo

O desempenho dos processos foi delimitado a partir de dois importantes parametros,
a produtividade em etanol (Pg) e a conversao de substrato ao final do processo (Xsk).
A produtividade em etanol foi determinada pela relacdo entre a quantidade total de

etanol produzido e o tempo de fermentacao, utilizando a equacao:

P LR ®)
em que:
Cer = concentragdo de etanol no final da fermentacéo (g-L™);
Cro = concentragéo de etanol no inicio da fermentagdo (g-L™?);
te = tempo final da fermentag&o (h); e
to = tempo inicial da fermentagéo (h).

A converséo de substrato ao final do processo, € fundamental para fins de comparagéo
entre diferentes condi¢des de processo, porque estabelece o quanto de substrato, em termos
percentuais, foi consumido durante todo o processo. A seguinte equacdo foi utilizada para

sua determinacéo:

(Cso " Vo + Cspy - Vp1 + Cpy - Vpp) — Csp - Vi .

Xen =
S Cso Vo + Csp1 - Vp1 + Cpa - Vs

100 9)
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4.6.2 Avaliacdo da cinética de producao de etanol

A evolucéo dos valores de concentragéo de etanol com o tempo no processo possibilita
a avalicdo da cinética de producdo etanol a partir das suas velocidades. A velocidade
instantanea de formacdo de produto para um processo em batelada alimentada pode ser
determinada a partir da variacdo da massa de produto formado ao longo do tempo, conforme
a seguinte equacao:

1 dmg
Tg = % dt (10)
em que:
Tg = velocidade de formacdo de etanol (g-h*-L™);
dmg = derivada da massa de etanol em relagdo ao tempo (g-h™2).
dt

Para a resolucdo da derivada foi usado o método da diferenca dividida finita
centrada, para a primeira derivada (Chapra; Canale, 2016). Dessa forma a aproximacao da

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

dmg  mg(tiys) —mg(ti—q) (11)
dt tiv1 —tia

Para o ponto experimental inicial foi aplicado o método da diferenca dividida finita
progressiva, e para o ponto experimental final o método da diferenca dividida finita
regressiva (Chapra; Canale, 2016). As EquacOes (12) e (13) apresentam respectivamente

como isso foi feito.

dmg _ mg(tiy1) — mg(t;)
dt tiv1 — ¢

(12)

dmg - mg(t;) — mg(ti—q)
dt t,—t;_,

(13)
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Levando em consideracdo que as variacdes nas concentracfes de células afetam a
formacgdo de etanol no processo, € viavel relacionar a velocidade instantdnea com a
concentracdo de células em um dado momento e encontrar a velocidade especifica de

formacao de etanol (pg, h™):

1
Cx

‘uE = T‘E . (14)

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 apresenta comparativamente os principais resultados obtidos para 0s
ensaios nas diferentes condi¢cdes de temperatura. Os desvios padrfes das medidas em
triplicata dos parametros também s&o apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Principais resultados obtidos nas fermentacdes: concentracdo de final de etanol
(Cer); produtividade em etanol (Pe); conversdo de substrato ao final do processo (Xsr);
coeficiente de rendimento de substrato em células (Yxss); e coeficiente de rendimento de

substrato em produto (Yepss).

Ensaio  Cer(g:'L")  Pe(g-L*-h?) Xsr (%0) Yyis (9x-9s™) Yeis (Qp.gs™)
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: fermentacgdo a 28°C; 2: fermentacdo a 34°C; 3: fermentacdo com degrau de temperatura em Cep
=40 g-L*; 4: fermentacéo com degrau de temperatura em Cep = 60 g-L%; 5: fermentacdo com degrau
de temperatura em Cegp = 80 g-L™. Os valores a direita indica o desvio da média das medidas em
triplicada.

Observando os desvios dos dados tabelados, verifica-se que ndo houve expressivas
diferengas entre os valores dos parametros de desempenho Cer, Pe, Xse obtidos nas
fermentacdes realizadas considerando o tempo de 12,5 horas de fermentacdo. Cabe salientar
que, devido as limitacbes de tempo do processo, ndo foi possivel observar claramente 0s

efeitos das diferentes condicbes de temperatura nos resultados de desempenho.
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Possivelmente, se as fermentagdes fossem conduzidas por mais tempo, os efeitos inibitorios
gerados pelo produto no consumo de substrato e na produgéo de seriam mais pronunciados.

Com relagdo ao coeficiente de rendimento de substrato em células, observou-se
maior valor na fermentacdo conduzida a temperatura constante de 28 °C em comparacao a
fermentacdo 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 acimulo de
massa celular no processo, resultando em um elevado valor de Yx;s.

Para as fermentacfes com degrau de temperatura, onde o a aplicacdo de degrau
demorou mais tempo para ocorrer (Cep de 60 e 80 g-L™*) o comportamento de Yxs foi
similar ao ensaio conduzido inteiramente a 34°C. No ensaio em que a temperatura foi
reduzida na menor concentragdo de etanol (Cep de 40 g-L™), o valor de Yxs foi mais
préximo da fermentacdo 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 fermentagéo
a 28 °C e o0 maiores valores para as fermentacoes a 34 °C e com degrau em Cep de 80
g-LL. Para as outras condicOes de degrau, os valores obtidos para o pardmetro Ypss foram
intermediarios.

FermentacGes em temperaturas e concentragdes de etanol elevados, interferem na
fluidez e permeabilidade da membrana plasmatica, isso exige uma maior quantidade de
energia na forma de ATP (adenosina trifosfato) para manutencdo celular. Neste caso,
aumentam-se, portanto, 0s custos energéticos para producdo de biomassa (Basso; Basso;
Basso, 2020). A mudanca brusca de temperatura nas condigdes de degraus representa uma
condicdo de estresse, exige uma nova adaptacdo da levedura ao meio e, portanto, também
implica em maior gasto energético para manutencdo celular. Portanto, nas condicdes de
maiores temperaturas e estresse térmico devido ao degrau associado com maiores
concentracdes de etanol, o metabolismo celular se desloca para a producdo de energia e
consequentemente para uma maior conversdo de substrato em etanol (Basso; Basso; Basso,
2020). Tal fato justifica tanto o comportamento de Yx;s como de Yp;s nas fermentacdes,
além dos valores de Cer ligeiramente superiores nas fermentacoes a 34 °C e com degrau em
Cep de 80 g-L'l.

As Figuras de 4-6 apresentam os perfis de concentracdo de células (Cx),
concentracédo de substrato (Cs) e concentracdo de etanol (Cg), para os ensaios de 1 a 5. Os

desvios padrdes das medidas obtidas em triplicatas foram adicionados como barras de erro.
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Os pontos experimentais onde ndo é possivel visualizar as barras apresentaram desvios

padrdes muito pequenos para serem representados graficamente.

Figura 4 — Perfis das concentragdes de células (Cx) nos diferentes ensaios. As linhas tracejadas
indicam 0 momento da aplicagdo do degrau de temperatura de 34 para 28 °C.
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Fonte: Acervo pessoal da autora.
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Figura 5 — Perfis das concentracfes de substrato (Cs) nos diferentes ensaios. As linhas tracejadas
indicam 0 momento da aplicagé@o do degrau de temperatura de 34 para 28 °C.
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Fonte: Acervo pessoal da autora.
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Figura 6 — Perfis das concentracBes de etanol (Cg) nos diferentes ensaios. As linhas tracejadas
indicam 0 momento da aplicagdo do degrau de temperatura de 34 para 28 °C.
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Fonte: Acervo pessoal da autora.

Os perfis apresentados pelas figuras acima ratificam o argumento em relacdo a
producdo de biomassa. As condicdes de degraus que permaneceram mais tempo em maior
temperatura, bem como o0 ensaio conduzido totalmente a 34°C, resultaram em menores
concentracdes celulares ao decorrer do ensaio.

Visando cumprir os objetivos comparativos desse trabalho foi interessante avaliar a
cinética das velocidades de producdo de etanol. A Figura 9 apresenta as velocidades
instantaneas de producéo de etanol (1) nos diferentes ensaios.

Comparando primeiramente as fermenta¢Ges em temperaturas constantes, observa-se
que os valores de r; foram maiores na fermentacdo a 34 °C no inicio dos ensaios, mas a
partir de 4 h, os valores foram similares para as duas condicdes, e nas trés ultimas horas de
fermentacdo esses valores foram superados pela fermentagéo a 28 °C. Tal comportamento
se justifica pelo fato de que as velocidades do metabolismo da levedura sdo, normalmente,
maiores em temperaturas maiores, mas sdo afetadas negativamente na medida em que o
etanol se acumula no caldo fermentativo, devido a sua toxicidade. Em menores

temperaturas, por outro lado, a levedura apresenta maior tolerancia 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 relagdo as fermentacdes com degraus, foi notério que a aplicagdo do degrau nas
concentragdes de 60 e 80 g-L, resultou na reducéo da velocidade de formagcio de etanol
para valores inferiores aqueles obtidos para as fermentac6es constantes nas ultimas horas de
processo, contrapondo a hipotese do presente trabalho. Por outro lado, quando o degrau foi
aplicado na concentragéo de etanol de 40 g-L%, embora os valores de 7 tenham reduzido,
ao final da fermentacdo os valores foram similares aos valores das fermentagGes em

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

Figura 7 — Velocidade instantanea de formacéo de etanol nos diferentes ensaios.

—28°C
—34°C
Degrau C,= 40 g-L"!
Degrau C,.= 60 g-L™!
—— Degrau C= 80 g-L.™!

Tempo (h)

Fonte: Acervo pessoal da autora.

Tendo em vista que os valores de concentracdo da biomassa oscilaram em
decorréncia das caracteristicas de temperatura em cada processo, foi importante avaliar a
velocidade especifica de producdo de etanol (ug) para as respectivas concentracdes de

células.
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A Figura 10 apresenta o comportamento de pz para cada ensaio. Como € possivel
observar, 0s resultados de pg vao ao encontro dos resultados de r, confirmando a queda de
desempenho das fermentacdes com degrau em comparacao as fermentagdes constantes, e 0
melhor desempenho da fermentagdo com degrau na concentragio de etanol de 40 g-L*
frente as outras condigGes de degrau (concentracdo de etanol de 60 g-L™ e 80 g-L ™).

Figura 8 — Velocidade especifica de formagédo de etanol nos diferentes ensaios.
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Fonte: Acervo pessoal da autora.

Portanto, diante dos resultados das velocidades, foi possivel observar que ndo é
compensatorio a aplicagdo tardia de degraus de temperatura. O estresse gerado pela queda
abrupta de temperatura e pela inibicdo pelo etanol pode ser mitigado quando o degrau é
aplicado no inicio do processo de inibicdo. A condi¢do em que o degrau foi aplicado com
40 g-L* de etanol apresentou velocidades satisfatdrias, principalmente na parte final do
tempo de fermentacdo. Deve ser mencionado que as fermentac6es ndo 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 comparacdo dos
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ensaios. Contudo, o comportamento das velocidades sdo um bom indicio de que a estratégia
de aplicacdo de degrau durante o processo fermentativo, se realizada no momento certo,
pode ser promissora para fermentagdes VHG. Outros testes serdo necessarios em trabalhos
futuros, utilizando, por exemplo, biorreatores e o modo de operacdo aplicado

industrialmente, para consolidacdo da estrategia.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os experimentos propostos por esse trabalho possuiam o objetivo de avaliar o
desempenho de fermentacdes VHG em diferentes condicGes de temperatura, tal proposta foi
devidamente cumprida. A hipétese defendida é a de que a aplicacdo de degrau de
temperatura na fermentacdo VHG, gera melhor desempenho se comparada a fermentagédo
VHG em temperatura constante. Nas condi¢cdes experimentais utilizadas no presente
trabalho (modo de operagéo, tempo de processo e escala), embora os resultados obtidos néo
mostraram melhor produtividade em etanol com aplicacdo de degraus, foi possivel verificar
a partir da analise das velocidades de producdo de etanol, que a melhor estratégia de
aplicacdo de degrau € no inicio do processo de inibicdo pelo etanol. Os resultados aqui
apresentados sé@o promissores e contribuem para a melhoria de fermentagcdes VHG, visando
um menor consumo de &gua de resfriamento do processo e maiores velocidades de producgéo

e produtividade em etanol.
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