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RESUMO

O aumento na demanda global por energia, somado as exigéncias ambientais, tem impulsionado
0 uso de fontes mais sustentaveis, como o etanol, um biocombustivel limpo e renovavel. O
Brasil, segundo maior produtor mundial, estd expandindo sua producdo e promovendo o
desenvolvimento de novas tecnologias. O etanol é produzido majoritariamente a partir da
fermentac&o do caldo de cana-de-agucar, onde a sacarose é convertida em etanol, CO> e outros
compostos secundarios. Durante o processo, o CO: ¢ liberado do meio e carrega consigo parte
dos compostos volateis, como agua e etanol, criando um sistema constituido de duas fases,
liquida e vapor. Dada a relevancia econdmica, a otimizacéo da producédo de etanol € um tema
que desperta grande interesse, envolvendo geralmente estudos em pequena escala devido ao
baixo custo e a facilidade de execu¢do. Nesse contexto, 0 monitoramento da concentracdo dos
compostos presentes no caldo fermentativo, especialmente o etanol, é fundamental. Contudo,
técnicas tradicionais de quantificagdo geralmente séo lentas ou complexas, dificultando a sua
utilizacdo. Assim, métodos mais praticos sdo desejaveis. O presente trabalho buscou, entdo,
desenvolver uma metodologia simples para monitoramento da concentracdo de etanol em
fermentacdes alcodlicas de pequena escala com base em conceitos de equilibrio liquido-vapor
e balango de massa e na estequiometria da fermentagdo. A partir de um conjunto de equagdes,
foi obtido um modelo matematico para determinagdo da concentracdo de etanol em funcgdo da
perda de massa e temperatura do sistema. Para fins de validacdo, dados calculados através do
modelo foram comparados com resultados obtidos por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Por fim, o modelo foi utilizado no monitoramento de uma fermentacgdo alcodlica. Os
resultados da validacdo, bem como da aplicagdo pratica, atestaram a precisdo do modelo e
evidenciaram a sua capacidade de oferecer uma alternativa simples e eficaz aos métodos

convencionais na determinacdo da concentracao de etanol.

Palavras-chave: Equilibrio liquido-vapor, balanco de massa, modelo matematico, fermentacao

alcoolica e monitoramento de bioprocessos.
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1 INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA

A crescente demanda energética global, aliada as preocupacfes ambientais com o
aquecimento global e a emissdo de gases de efeito estufa, tem impulsionado a busca por fontes
de energia mais sustentaveis (Joshi et al., 2017). Nesse contexto, o etanol surge como uma
alternativa vantajosa, j& que é um combustivel renovavel, limpo e acessivel (Kang et al., 2015).
Atualmente, ele é o biocombustivel mais consumido mundialmente, com o Brasil sendo o
segundo maior produtor (UNICA, 2024). E a tendéncia é que o setor brasileiro cresca ainda
mais com a Politica Nacional de Biocombustiveis, RenovaBio, que incentiva pesquisas para o
desenvolvimento de novas tecnologias (RFA, 2018).

No Brasil, 0 etanol é produzido em larga escala através da fermentacéo de caldo de cana-
de-acucar concentrado ou melaco diluido (Flausinio, 2015). A sacarose presente no mosto €
hidrolisada, gerando agUcares redutores (glicose e frutose) que sdo convertidos em etanol, CO>
e energia pela a¢do de microrganismos em condigdes anaerdbicas. No processo também séo
produzidos, em menor proporcdo, biomassa celular, glicerol, acidos organicos e alcoois
superiores (Alterthum et al., 2020).

Durante a fermentacéo alcodlica, o0 CO> é liberado do meio reacional e arrasta consigo
uma parte dos componentes volateis, como agua e etanol. O sistema é constituido, entéo, por
uma fase liquida e outra gasosa (Santos et al.,, 2012). Nesse contexto, estudos de
aperfeicoamento da producéo de etanol vém sendo desenvolvidos levando em conta os balancos
molares dos componentes e o equilibrio termodinamico entre as fases (Silva et al., 2015).

Os estudos de otimizagdo séo altamente relevantes no contexto da producéo de etanol,
pois contribuem para 0 aumento da produtividade (Gimenez et al., 2018). Nesse sentido, as
investigacOes preliminares geralmente sdo conduzidas em pequena escala, por proporcionarem
menor esforgo experimental, simplicidade operacional e custos reduzidos (Mesquita, 2021).
Dentre as analises importantes destaca-se 0 monitoramento da concentracdo dos compostos
presentes no caldo fermentativo, principalmente o etanol. No entanto, técnicas tradicionais de
quantificacdo, como cromatografia, ndo suprem as necessidades de todos os campos de atuagéo
(Santos et al., 2022). Assim, torna-se necessario o desenvolvimento de métodos mais simples

e praticos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver metodologia para monitoramento da concentracdo de etanol em

fermentagdes alcodlicas de pequena escala.

2.2 Objetivos especificos

e Modelar matematicamente o processo fermentativo com base em conceitos de equilibrio
liquido-vapor e balanco de massa e na estequiometria da fermentacédo alcodlica;

e Obter modelo matematico para determinagdo da concentragdo de etanol a partir de dados
de perda de massa e temperatura do sistema;

e Validar o modelo matematico através da comparacdo com resultados obtidos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia;

e Aplicar o modelo mateméatico no monitoramento de uma fermentagdo alcodlica de

pequena escala.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Bioguimica da fermentacéo alcodlica

Fermentacdo alcodlica é a conversdo de agucares em etanol e COy, além de outros
compostos secundarios, pela acdo de microrganismos. Esse processo bioldgico acontece em
regime de anaerobiose no citoplasma da célula e envolve rea¢Bes sequenciais ordenadas,
catalisadas por enzimas glicoliticas, conforme esquema ilustrado na Figura 1. Essas enzimas
sdo afetadas por fatores como concentracdo de substrato, pH e temperatura. Alguns desses
fatores favorecem a acéo enzimatica, enquanto outros prejudicam o desempenho do processo
fermentativo (Cruz, 2019).

A metabolizacdo anaerdbica do acucar é realizada pelo microrganismo visando a
producdo de energia na forma de ATP (Adenosina Trifosfato) para multiplicacdo e manutencao
celular. Desse modo, o etanol, o CO2 e 0s demais compostos resultantes do processo
fermentativo ndo possuem utilidade metabolica para a célula, sendo apenas produtos de
excrecdo (Guidini, 2013).

Figura 1 - Esquema da via metabdlica da fermentagdo alcodlica pela levedura S. cerevisiae.
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Fonte: Rodrigues (2019).



Embora algumas bactérias também sejam capazes de produzir etanol, as leveduras séo
0s agentes bioldgicos largamente utilizados na obtencao de alcool etilico por via fermentativa.
Elas sdo microrganismos pertencentes ao reino Fungi, unicelulares, eucariontes e
heterotroficos. A Saccharomyces cerevisiae é a espécie mais importante economicamente
devido a sua produtividade, adequagdo ao meio e robustez (Borges, 2008).

O etanol é produzido pelas leveduras a partir de monossacarideos. Sendo assim, quando
0 mosto possui sacarose (oligossacarideo) como fonte de carbono, que é o caso do caldo da
cana-de-aclcar, € necessario a acdo da enzima invertase, produzida pelo proprio
microrganismo, que catalisa a hidrélise da sacarose em glicose e frutose. Ambas as hexoses,
resultantes da hidrolise ou ja presentes no meio como agucares livres, sdo convertidas em etanol

e COz, na auséncia de oxigénio, de acordo com a equacéo abaixo (Veloso, 2019).

CeH,,0 — 2CO, + 2C,H:OH (1)

Segundo essa estequiometria, 0 consumo de 1g de glicose resultariaem 0,51 g de etanol
e 0,49 g de didxido de carbono. Todavia, o rendimento estequiométrico é limitado pela
multiplicacdo celular e sintese de produtos secundarios (Guidini, 2013). O rendimento de um
processo fermentativo esta diretamente relacionado com a performance do microrganismo que
0 executa. Por esse motivo, quase sempre, as fermentacdes sdo iniciadas com o indculo de uma
linhagem de Saccharomyces cerevisiae de interesse, isolada de algum processo ou obtida
através de melhoramento genético (Goes-Favoni et al., 2018).

A formacdo de produtos durante o processo fermentativo pode ser de trés tipos:
associada ao crescimento celular, parcialmente associada ao crescimento e ndo associada ao
crescimento. Na formacéo associada ao crescimento o produto € gerado simultaneamente e
somente durante a multiplicacdo celular. Na parcialmente associada, a produgdo do metabdlito
inicia-se na fase de crescimento e permanece quando esta acaba. Por fim, na formagdo nédo
associada ao crescimento, o produto é formado apenas quando o crescimento celular cessa, isto
é, na fase estacionaria. O etanol produzido durante a fermentacdo alcoolica se enquadra no
primeiro caso (Sonego, 2016).

Nesse sentido, a Figura 2 contém os perfis de concentracdo de células (X), substrato (S)
e produto (P) tipicos de um processo fermentativo conduzido em batelada com formacéo de
produto associada ao crescimento. No regime de operacdo em batelada, todos os reagentes sao
adicionados no inicio e o sistema é fechado, isto é, ndo ha entrada ou saida de materiais durante

0 processo (Sonego, 2016).



Figura 2 - Perfis de concentracao de células (X), substrato (S) e produto (P) para um processo em batelada.

» Tempo

Fonte: Adaptado de Sonego (2016).

3.2 Fatores que afetam a fermentacg&o alcodlica

3.2.1 Temperatura

A temperatura é um fator primordial no desempenho da fermentacdo alcodlica. Nesse
contexto, as leveduras costumam atuar melhor na faixa de 28 a 35°C. Altas temperaturas afetam
0 metabolismo da levedura e aceleram a fermentagdo, aumentando assim a produtividade. No
entanto, ocorre a intensificacdo da toxicidade ao etanol em decorréncia do aumento da fluidez
da membrana celular, bem como o favorecimento da contaminagdo bacteriana. Em baixas
temperaturas, por outro lado, obtém-se elevados teores alcoolicos devido a redugdo da
sensibilidade ao etanol, além do decréscimo da formacao de subprodutos em virtude do menor
estresse abidtico. Todavia, a fermentacdo em baixas temperaturas € mais extensa e, portanto,
possui menor produtividade (Cruz, 2019). De modo geral, a temperatura 6tima de crescimento

das leveduras € inferior a temperatura 6tima para producéo de etanol (Guidini, 2013).

32.2 pH

O pH tem grande relevancia sobre os processos fermentativos, atuando principalmente
na velocidade da fermentacdo, na formacgdo de subprodutos e no controle da contaminacéo

bacteriana. Em principio, a fermentacédo alcoolica se desenvolve bem em uma ampla faixa de
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pH, sendo a 6tima entre 4,0 e 5,5. Valores baixos geram perda de nutrientes e aumentam a
sensibilidade da levedura ao etanol e aos acidos organicos, restringindo o crescimento

microbiano (Veloso, 2019).

3.2.3 Concentracéao de substrato

Elevadas concentragdes de substrato no inicio da fermentagdo modificam o
metabolismo da levedura, que apresenta osmotolerancia restrita. O aumento da osmolaridade
externa estressa a levedura, visto que altera o gradiente osmdtico da membrana plasmatica,
ocasionando reducdo do crescimento e perda de viabilidade celular. Esses efeitos inibitdrios
normalmente sdo observados em concentragdes de substrato acima de 150 g.L* (Sonego, 2016).

3.3 Producéo de etanol no Brasil

O etanol pode ser obtido por trés vias: destilatdria, sintética ou fermentativa. Das trés, a
rota fermentativa € a mais importante para a producdo de alcool etilico no Brasil, por ser a mais
econbmica. O caldo de cana-de-aclcar e 0 melaco diluido sdo utilizados preferencialmente
como matérias-primas no Brasil, mas o etanol também pode ser obtido a partir de milho, batata,
sorgo, beterraba, residuos lignocelulésicos, entre outros. (Veloso, 2019).

Na década de 1970, visando contornar os efeitos do alto preco do petréleo e reduzir a
dependéncia de importac&o, o governo brasileiro implementou o Programa Nacional do Alcool
(Proélcool), incentivando a producdo em larga escala de etanol combustivel (Goes-Favoni et
al., 2018). Atualmente, o Brasil é o segundo maior produtor mundial, perdendo apenas para 0s
Estados Unidos da América (UNICA, 2024).

3.4 Métodos de quantificacéo de etanol

Devido a importancia e necessidade dos processos biotecnoldgicos, diversos estudos
vém sendo desenvolvidos visando a otimizacdo, controle e estimativa do estado do processo.
No caso da fermentacdo alcodlica, dentre as varias estratégias empregadas nesses estudos,
destacam-se aquelas voltadas para o monitoramento das condi¢bes de fermentacdo e a

quantificacdo dos compostos presentes no caldo fermentativo. Nesse sentido, a determinagéo
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da concentracdo de etanol é um dos aspectos mais importantes e, também, um dos mais
desafiadores (Oliveira, 2016)

H& uma ampla gama de métodos de quantificacdo de etanol ja consolidados e
disponiveis para uso em diferentes campos de atuacdo. Dentre os mais tradicionais estdo a
cromatografia (associada a um detector), densimetria, refratometria, titulagdo e espectroscopia
no infravermelho (AOAC INTERNATIONAL, 2023).

A cromatografia separa 0s componentes de uma amostra, como o etanol, com base em
seu grau de interacdo com uma fase mével e uma fase estacionaria. O etanol é quantificado por
um detector acoplado ao sistema cromatografico, que relaciona a intensidade do sinal
correspondente ao composto com a sua concentracdo. A titulacdo é um método quimico que
envolve a reacdo do etanol com um reagente especifico, como o dicromato de potassio. De
acordo com a quantidade de reagente consumida na reacdo a concentracdo de etanol € calculada.
J& a espectroscopia no infravermelho analisa a absor¢do de radiacdo infravermelha pelas
moléculas de etanol, sendo a intensidade da absor¢do, em comprimentos de onda especificos,
usada para determinar a concentracdo do composto (Buglass, 2011).

A densimetria baseia-se na medi¢do da densidade da solucdo, que varia conforme a
concentracdo de etanol. A densidade é medida com o auxilio de um densimetro ou picnémetro
e 0 seu valor comparado com dados de referéncia para determinar a concentragdo. A
refratometria, por outro lado, mede o indice de refracdo da solucdo, que também muda com a
concentracdo de etanol. E usado um refratbmetro para obter esse indice, que é entdo
correlacionado com a concentracdo por meio de curvas de calibracdo (AOAC
INTERNATIONAL, 2023).

Entretanto, embora eficazes e seguros, esses meétodos convencionais possuem
limitacOes, descritas na Tabela 1, que os impedem de suprir completamente as necessidades de
todos os campos de atuagdo. Nesse contexto, diversos métodos alternativos e modernos vém
sendo desenvolvidos buscando contornar esses desafios. (Oliveira, 2016).

Dentre eles estdo a espectroscopia no infravermelho médio com transformada de Fourier
(FTIR), que é mais rapida, precisa e sensivel que a espectroscopia infravermelha convencional
(Carréra et al., 2016), a anélise de imagens digitais de spot test, técnica que combina reacdes
quimicas com processamento de imagens em softwares modernos (Pessoa et al., 2017) e a
determinacéo fotométrica sem uso de reagentes explorando o efeito Schlieren, uma abordagem
que explora o fenémeno da refragdo da luz em meios com diferentes indices de refracdo, como
a solucdo de etanol em agua (Silva, 2015). Contudo, apesar de promissoras, essas técnicas ainda

apresentam limitagGes quanto ao monitoramento continuo do processo.
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Tabela 1 - Vantagens e limitacGes dos métodos convencionais de quantificacdo de etanol.

METODO VANTAGENS LIMITACOES
Cromatografia Alta preciséo e sensibilidade. Equipamentos caros e preparo demorado
da amostra.

Menor precisdo e sensibilidade a presenca
de interferentes.
Calibracéo frequente e sensibilidade a

Densimetria Simples e de baixo custo.

Répido e de baixo custo.

Refratometria presenca de interferentes.
o . - Processo lento e sensibilidade a presenca
Titulacéo Baixo custo e facil acesso. . P ¢
de interferentes.
Espectroscopia no infravermelho Réapido e ndo destrutivo. Calibracdo complexa e sensibilidade a

presenca de interferentes.
Fonte: AOAC INTERNATIONAL (2023).

3.5 Equilibrio de fases - Equilibrio liquido-vapor

O estudo dos aspectos termodinamicos das solucdes quimicas compreende uma etapa
fundamental na analise do comportamento das matérias-primas ao longo do processo de
transformacédo em produtos de interesse. Esse comportamento pode ser descrito por equagdes
matematicas, que sdo formuladas com base nas limitacdes e caracteristicas especificas dos
componentes. Entre os modelos matematicos frequentemente utilizados estdo Peng-Robinson,
Wilson, UNIQUAC, UNIFAC e NRTL, que ajudam a descrever o equilibrio de fases e outros
elementos importantes do processo (Damasceno et al., 2018).

O equilibrio de fases se refere a uma condi¢do na qual as propriedades macroscopicas
do sistema se mantém constantes ao longo do tempo. Nesse estado, as diferentes fases
apresentam potenciais quimicos iguais, resultando em uma variagdo nula da energia livre de
Gibbs (Matsoukas, 2013).

A energia livre de Gibbs (G) é uma funcdo de estado que relaciona a entalpia (H), a
temperatura (T) e a entropia (S) do sistema. Dessa forma, ela possibilita avaliar a
espontaneidade de uma reacgdo e calcular o trabalho maximo ndo expansivo que o sistema pode
realizar (Smith et al., 2017).

Ja o potencial quimico é a derivada parcial da energia livre de Gibbs em relagdo ao
namero de mols de uma substancia. Ele indica a tendéncia dessa substancia de ser transferida
de uma fase para outra ou de participar de uma reacdo quimica e € uma propriedade intensiva,

ou seja, ndao depende do tamanho do sistema (Moran et al., 2011).
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Dentre as variantes do equilibrio de fases encontra-se o equilibrio liquido-vapor, que
ocorre quando a taxa de evaporacdo da solucdo liquida é igual a taxa de condensagdo do seu
vapor (Pilla, 2010). Além disso, ele descreve a distribuicdo das espécies quimicas entre as duas
fases (Sarmad; Mikkola, 2020).

As variaveis de composi¢do necessérias para o entendimento do equilibrio liquido-vapor
séo as fracOes molares dos componentes nas respectivas fases. Nesse sentido, a lei de Raoult,
descrita pela equacdo 2, se enquadra como um dos modelos mais simples para andlise do

comportamento desses sistemas (Smith et al., 2017).

yiP = X;Pg; (2)

onde y; e x; sdo as fracbes molares da espécie i nas fases vapor e liquida, respectivamente, P é
a pressdo do sistema e Pg; é a pressao de vapor da espécie i.

Entretanto, essa lei é valida apenas quando ambas as fases sdo ideais. Isso significa que
sua utilizacdo € restrita a condicdes de baixa pressdo e para substancias quimicamente
semelhantes (Pilla, 2010). Em sistemas ndo ideais, 0 comportamento se desvia
significativamente dos modelos mais simples, exigindo métodos de estimativa que considerem
as interacGes entre as particulas (Martinez et al., 2020).

O comportamento ndo ideal de um sistema resulta principalmente de sua estrutura
quimica, incluindo a presenca de grupos fortemente polares nas moléculas, seu tamanho,
geometria e a possibilidade de ionizacdo ou associacdo entre as particulas. A solucdo agua-
alcool é um exemplo de sistema ndo ideal, exibindo propriedades termodinamicas anémalas,
como densidade, viscosidade e entalpia molar (Martinez et al., 2020).

Assim, outro modelo matematico foi desenvolvido para descrever o equilibrio liquido-
vapor em casos que fogem da idealidade, sendo nomeado como lei de Raoult Modificada. Essa
lei, representada na equacdo 3, introduz o conceito de coeficiente de atividade para corrigir a
inadequacdo (Smith et al., 2017).

ViP = X;YiPsi 3)

em que y; € o coeficiente de atividade da espécie i.
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O coeficiente de atividade é um indicador do desvio da idealidade de uma solucéo, pois
relaciona a atividade efetiva do componente com a sua atividade ideal. Além disso, é um
parametro associado com a temperatura do sistema (Matsoukas, 2013). A pressao de vapor ou
pressdo de saturacdo, por outro lado, € a pressdo exercida pelo vapor de uma substancia em

equilibrio termodindmico com sua fase liquida, a uma determinada temperatura (Pilla, 2010).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenvolvimento do modelo matematico

O processo de obtencdo do modelo matematico pressupds que a corrente gasosa liberada
durante a fermentacéo alcoolica é formada de acordo com os fundamentos do equilibrio liquido-
vapor, ou seja, que ambas as fases, liquida e vapor, coexistem em equilibrio termodinamico.
Além disso, foram definidas outras condi¢es. O foco da modelagem matematica consistiu em
obter uma equacdo para determinacao da concentragéo de etanol no caldo de fermentacao (CeL),
a partir de dados de perda de massa (mrc) e temperatura (T) do sistema, conforme o formato

apresentado na equacéo 4.

Cgr, = f(mpg, T) (4)
Nesse sentido, a corrente gasosa foi considerada uma mistura composta por etanol,

CO:2 e 4gua, conforme ilustrado na Figura 3.

Figura 3 - Esquema de um sistema de fermentacéao alcodlica em frasco de pequena escala.

Fase vapor

Fase liquida

Fonte: Arquivo pessoal do autor.



16

A concentracéo de etanol na fase liquida (CeL) pode ser obtida a partir do numero de
mols de etanol na fase liquida (neL), conforme a equagéo 5.

MME. ngp,
CEL = V—L (5)

onde V;, é o volume da fase liquida (L) e MME é a massa molar de etanol (g.mol™?).
Assim,

CgL * VL,
Ngp, = MM, (6)

Considerando a estequiometria da fermentacdo alcodlica (Equacédo 1), o numero de mols
de etanol na fase liquida pode ser relacionado com o nimero total de mols do gas (ntc) de
acordo com a seguinte equacao:

NEgy,
Yc — VE

(7

Ntg =

onde yc e ye séo as fragdes molares de CO> e etanol na fase vapor, respectivamente.

A perda de massa total do gas (mrc), que pode ser medida experimentalmente,

corresponde a soma das massas parciais de cada componente no vapor. Assim,

Mg = Nt * (Vg * MMg + yw * MMy + yc * MM¢) (8)

onde yw é a fracdo molar de &gua na fase vapor e MMw e MMc séo as massas molares de agua

e CO2 na fase vapor (g.mol™?), respectivamente.

Considerando o equilibrio de fases e assumindo que a fase liquida € uma solucéo
hidroalcdolica com solubilidade de CO- desprezivel, as fracbes molares yg e yyw podem ser
definidas utilizando a Lei de Raoult modificada, conforme as equacdes 9 e 10, e a fracdo molar

yc pela equacédo 11.
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_ Xg *Yg * Psg

= 9

YE P C))
_ Xw *Yw * Psw

Yw = P (10)

yc=1-Ye—yw (11)

em que xg € xy Sao as fracGes molares de etanol e agua na fase liquida, yg € yw Sd0 0S
coeficientes de atividade, Pse e Psw sdo as pressdes de vapor de etanol e agua (KPa),

respectivamente, e P é a pressdo total do sistema (KPa).

A fracdo molar de etanol na fase liquida (xg), por sua vez, pode ser relacionada com a

concentracdo desse composto na solugdo, conforme a equacgdo 12.

CgL
MM
XE = E (12)
CgL i CgL
MMy T MM,

onde py, € a densidade do liquido, que pode ser expressa por uma relagdo linear em funcdo de

CeL e T, como descrito pela equagdo 13.

PL = (XCEL + BT + 6 (13)

Seguindo os fundamentos do balanco de massa, a fragdo molar de agua na fase liquida

(xw) € definida pela equacéo 14.

Xxw=1-—x (14)
w E

As pressoes de vapor de etanol (Pse) e agua (Psw) sdo dadas pela Equagdo de Antoine,

representada nas equagdes 15 e 16.

B
Psg = exp (AE G _IE_ T) (15)
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B
Psw = exp (Aw - CWY\I,- T) (16)

em que Ag, Bg, Cg, Aw, Bw e Cw sdo coeficientes ajustados.

O coeficiente de atividade, por outro lado, é obtido pelo método NRTL, do inglés, Non-
Random Two Liquid, como descrito por GUEVARA et al. (2018). Assim,

Gwe 2 Ggw
MY = Xw ITWE Xg + XwGwe T TEw (xw + XgGgw)? an
1 e 2 ( Gew )2 + Gwg (18)
MYw = e | Tew xw + XgGgw TWE (xg + xwGwg)?

em que twe, Tgw, Gweg € Ggw Sa0 0s parametros de interacdo definidos pelas equagdes 19 a 22.

bew
Tgw = agw + T (19)
bwe
Twg = awg + T (20)
Ggw = exp(—CEwTew) (21)
Ggw = exp(—CEwTew) (22)

onde a, b e ¢ sdo constantes ajustadas.
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Dessa forma, ao substituir xg e xyw (Equacbes 12 e 14) na Lei de Raoult modificada
(Equacdes 9 e 10) para obter yg € yy, determinar y através da Equagdo 11, substituir essas
fragdes em ny¢ (Equacdo 7) e, por fim, utilizar npg para exprimir my¢ (Equacéo 8) em funcéo

das variaveis Cg;, e T, obtém-se uma funcéo do tipo:

f(CgL, mpg, T) = 0 (23)

que é uma equacdo transcendental em CeL, cuja solucéo, para uma dada combinacdo de mrc €

T, fornece a concentracdo de etanol na fase liquida.

4.2 Ajuste linear da densidade

A tabela disposta em Perry;Green (2007) fornece valores de densidade em funcdo da
porcentagem em massa de etanol na solucédo hidroalcodlica e da temperatura do sistema. Nesse
sentido, o ajuste da equacdo linear foi realizado em Python com dados referentes a
concentracdes de etanol entre 0 e 100 g.L* e temperaturas entre 28 e 34 °C. Os coeficientes

desse ajuste foram dispostos na Tabela 2 e a Figura 4 contém a sua representacdo gréafica.

Tabela 2 - Coeficientes do ajuste linear da densidade em func¢do da concentracdo de etanol e da

temperatura.
a -0,1728
B (g.L'oC?) -0,3337
& (g.L™) 1005,3833
R-Squared 0,9992

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 4 - Representacdo grafica do ajuste linear da densidade em funcédo da concentracao de etanol e
da temperatura.

Ajuste Linear de rho_L(C_EL, T)

e Dados reais

100

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

R-Squared (R?) é uma métrica denominada coeficiente de determinagdo, que avalia o grau
de correlacdo entre as variaveis e a qualidade do ajuste, sendo valores proximos de 1 um
indicativo de alta correspondéncia e fidelidade do modelo aos dados. Sendo assim, a equacéo

obtida para o calculo da densidade pode ser considerada eficaz e precisa.

4.3 Resoluc@o numérica

Para resolver a Equacdo 23 e obter Cg, em funcdo de myg € T, 0 conjunto de equacGes
descrito no topico 4.1 foi implementado em Python. Nesse sentido, utilizando a biblioteca
Sympy, foi realizada a manipulacdo simbolica das expressbes matematicas, a criagdo das
variaveis simbdlicas e a definicdo das equacdes de equilibrio liquido-vapor, coeficientes de
atividade, pressoes de vapor e correlacéo de densidade.

Posteriormente, foi estabelecido o intervalo para Cg, (entre 0 e 100 g.L?) e, a partir da

biblioteca Scipy, obteve-se a solugdo numérica, definindo-se, para um par de valores (mrg, T),
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f(CgL) = 0 e empregando a funcdo root_scalar com o método de Brent. Por fim, a biblioteca
Pandas foi usada para organizar e apresentar os resultados em formato de tabelas (DataFrame).
Os valores numéricos adotados para os parametros que compdem a modelagem matematica

estdo apresentados nas Tabelas 3 a 6.

Tabela 3 - Constantes de Antoine adotadas na resolugdo numérica.
CONSTANTES DE ANTOINE
A 16,8958 Aw 16,3872
Be 3795,17 By 3885,70

Ce 230918 Cy 230,170
Fonte: Guevara et al (2018).

Tabela 4 - Parametros do modelo NRTL utilizados na resolugdo numérica.

~

PARAMETROS NRTL
agy -0,8009 awe  3,4578
bey 246,18 bye -586,081
Cew 0,3 CWE 0,3
Fonte: Guevara et al (2018).

Tabela 5 - Valores numéricos adotados para as propriedades fisicas de etanol, dgua e COx.

-

PROPRIEDADES FISICAS

MMeg (g.L™) 46,07
MMy, (g.L™) 18,01528
MMc (g.LY) 44,01

Fonte: Perry;Green (2007).

Tabela 6 - Condigdes de operacdo do sistema.

~

CONDICOES DO SISTEMA
Ve (L) 0,03
P (KPa) 101,325

Fonte: Arquivo pessoal do autor.



22

4.4 Validacao e aplicacdo do modelo matematico

Os experimentos de validacdo foram conduzidos nas temperaturas de 29 e 33 °C, que
estédo dentro da faixa adotada (28-34 °C), sendo que para cada uma dessas temperaturas foram
realizados cinco ensaios de fermentacdo. Além disso, para aumentar a abrangéncia da
validacdo, cada ensaio teve duracdo diferente, visando obter concentracdes de etanol distintas.

Os ensaios foram realizados com uma linhagem comercial liofilizada de Saccharomyces
cerevisiae da marca Fleischmann. O meio de cultura foi baseado no meio proposto por Sonego
(2016) e apresentou a seguinte composicao: glicose (145 g/L), fosfato de potassio (5,60 g/L),
sulfato de magnésio (1,40 g/L), extrato de levedura (6,80 g/L) e uréia (5,32 g/L). Ademais, 0
pH inicial do meio foi ajustado para 4,6 com a adicdo de HCI 1M.

Frascos Erlenmeyer de 50 mL foram utilizados para a conducgédo das fermentacdes. O
volume total da fase liquida foi de 30 mL, sendo 21 mL de meio de cultura (70%) e 9 mL de
solucdo aquosa de leveduras (30%). A formulacdo dessa solucdo foi elaborada de modo que a
concentracdo de leveduras na fase liquida atingisse 20 g/L. Os ensaios foram feitos em
triplicata.

Apo6s a inoculagdo da solucdo de leveduras no meio de cultura, os frascos foram
tampados com filme de PVC, onde foi feito pequeno furo visando garantir a saida da corrente
gasosa e impedir a entrada de ar no sistema. Em seguida, a massa inicial dos Erlenmeyers foi
determinada utilizando balanca analitica. Os frascos foram, entdo, colocados em uma mesa
incubadora rotativa, configurada para 100 rpm. Depois de um determinado periodo, a
fermentacao foi interrompida e os Erlenmeyers pesados novamente para registro da massa final.
A perda de massa do sistema foi calculada como a média das perdas individuais, obtidas pela
diferenga entre a massa final e inicial de cada um dos trés Erlenmeyers.

Imediatamente ap0s as pesagens, aliquotas foram coletadas dos Erlenmeyers,
centrifugadas e o0s sobrenadantes resultantes armazenados em freezer convencional.
Posteriormente, essas amostras foram submetidas a analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC, do inglés, High Performance Liquid Chromatography) no laboratério do
Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) para
determinacéo da concentracao de etanol.

Antes da anélise foi realizado o tratamento de dilui¢do e filtragem do sobrenadante.
Entdo, a concentracdo de etanol foi determinada por meio do cromatégrafo Agilent

Technologies 1100, usando um detector de indice de refracdo e a coluna Aminex HPX-87H,
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mantida a 35 °C. O eluente utilizado foi uma solucao de acido sulfarico 5M na vazéo de 0,6
mL.min™,

Os dados de perda de massa adquiridos nos ensaios de fermentacdo, assim como as
temperaturas correspondentes, foram inseridos no modelo matematico para o célculo das
concentragdes de etanol equivalentes. Esses valores de concentracdo foram entdo comparados
com os resultados obtidos na andlise por HPLC. Por fim, 0 modelo matematico obtido foi
aplicado no monitoramento da concentracdo de etanol em uma fermentacdo alcodlica de
pequena escala, conduzida de modo semelhante aquele descrito para os experimentos de

validacdo, porém com acompanhamento continuo da perda de massa.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencédo do modelo matematico

A implementacdo, em Python, do conjunto de equagdes previamente descrito permitiu
0 desenvolvimento de uma solucdo numeérica (cédigo disponivel no repositorio do Github:
https://github.com/p3drOid/modelo_etanol) eficaz para calcular a concentracdo de etanol com
base nos dados de perda de massa e temperatura do sistema. Contudo, embora funcional e
precisa, essa abordagem néo atende um dos principais objetivos do trabalho, que consiste em
estabelecer uma equacéo simples, préatica e de facil aplicacéo.

Nesse contexto, a dificuldade de obtencdo de uma solucdo analitica direta mostrou-se
intimamente ligada a consideragdo da ndo idealidade do sistema, isto €, do fato do coeficiente
de atividade (y) ser um parametro variavel.

Tendo em vista isso, foi conduzida uma anélise da relagdo entre a concentracdo de etanol
e a perda de massa do sistema em dois cenarios distintos: o sistema ideal, em que y é
considerado constante, e o sistema ndo ideal, no qual y € modelado pelo método NRTL. Essa
comparacdo foi realizada para a faixa de temperatura comumente adotada em processos de

fermentacao alcodlica (28 a 34 °C) e esta representada nos graficos dispostos nas Figuras 5a 7.
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Figura 5 - Comparativo entre a relacdo da concentragdo de etanol e a perda de massa do sistema com y constante e y

Temperatura = 28 °C

modelado pelo método NRTL para as temperaturas de 28 e 29 °C.

Temperatura = 29 °C
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.
Figura 6 - Comparativo entre a relacdo da concentragio de etanol e a perda de massa do sistema com y constante e y
modelado pelo método NRTL para as temperaturas de 30 e 31 °C.
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Figura 7 - Comparativo entre a relacdo da concentragéo de etanol e a perda de massa do sistema com y constante
e vy modelado pelo método NRTL para as temperaturas de 32,33 e 34 °C.
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Os resultados evidenciam que, para as faixas de temperatura e concentracdo de etanol
avaliadas, as curvas geradas pelo modelo ideal e pelo modelo NRTL convergem
significativamente, indicando que a influéncia da ndo idealidade € minima nessas condic¢des e
ndo compromete a precisdo do modelo.

Diante disso, a abordagem matematica foi simplificada adotando o modelo ideal para o
sistema, ou seja, assumindo os coeficientes de atividade yg e yy como constantes de valor
unitario. Considerando essa aproximacdo, as equagdes modeladas foram novamente
implementadas em Python e manipuladas para exprimir my; em funcdo de Cg; e T. No entanto,

diferente do primeiro caso, a equacéo obtida possibilitou uma solucao analitica.
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Nesse sentido, a Equacdo 23 foi escrita como um polinémio quadratico em Cg; da

forma:

aCg.? +bCgL+c=0 (24)

Posteriormente, foi feita a construcéo simbélica dos coeficientes a, b e ¢ da equacéo

quadrética e a resolugdo por Bhaskara.

onde os coeficientes sdo:

a=VL [ MMcMMEP (a -1) - MMc MME y  e#W eCBw/(Cw+T) (g - 1) + MMcMMwP -
MMc MMwy g efAEe(-BE/(CE+ Tt MMg MMw Yw eiw e(=Bw / (Cw +T)) (@ - 1) +
MMeMMwy g eAE(—Be / (CE +T))] ,

b = VL[ MMcMMEP (TB + 8) - MMc MMk vy  eAw e(=Bw/ Cw +D) (TS + §) + MMe MMw
Y w eAw eBw/ Cw + D) (TR + §)] - mrgMMEe [ MMEP (o - 1) - MME y y e2W e("Bw / (Cw +T))
(o - 1) + MMwP — 2MMwy g e?Ee(~Be/ (Ce + )],

¢ = - mpgMMe [ MMEgP (TR +8) - MMEe vy yy eAw e(Bw / (Cw +T) (TR + §).

Assim,
(—b + Vb2 — 4ac)
Cer, = > (25)
a
Tendo em vista que apenas a solucao positiva para Cg;, possui significado fisico:
(—b + Vb2 — 4ac)
= (26)

EL
2a
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5.2 Validagéo

Os dados de perda de massa obtidos durante os ensaios de fermentacdo nas duas
temperaturas avaliadas, assim como os valores médios correspondentes de concentracdo de
etanol calculados através do modelo matematico e determinados por meio da analise em HPLC,

estdo dispostos nas Tabelas 7 e 8 e representados graficamente na Figura 8.

Tabela 7 - Dados de perda de massa e respectivos valores de concentragdo de etanol calculados pelo modelo matematico
e determinados através de analise em HPLC para a temperatura de 29 °C.

Temperatura - 29 °C

Perda de massa (@) Ca Modelo Matematico (g.L ™) Cg HPLC (gL

0,1822 6,24 9,42 £ 0,44
0,3267 11,16 12,27 + 0,55
0,5047 17,21 18,57 £1,23
0,6878 23,39 25,86+ 0,17
1,3241 44,66 46,41+ 0,81

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Tabela 8 - Dados de perda de massa e respectivos valores de concentragdo de etanol calculados pelo modelo matemaético e
determinados através de andlise em HPLC para a temperatura de 33 °C.

Temperatura - 33 °C

Perda de massa (g) Ce Modelo Matematico (g.L) Ca HPLC (gL

0,2872 9,77 11,10 + 0,59
0,5336 18,10 15,93 + 1,82
0,9851 33,22 33,99+ 1,06
1,4048 47,11 49,68 + 0,08
1,7503 58,42 59,91+ 0,89

Fonte: Arauivo pessoal do autor.

Figura 8 - Comparagdo dos dados de concentracdo de etanol obtidos a partir dos dois métodos.
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Tendo em vista que a comparacao direta entre os resultados ndo é suficiente para atestar
com precisdo a convergéncia entre os valores obtidos, foi realizado o Teste de Wilcoxon em
ambas as condicdes de temperatura para determinar se as médias apresentavam diferencas
estatisticamente significativas. Esse teste & recomendado para dados que ndo seguem
distribuicdo normal ou com amostragem pequena, sendo este Gltimo o caso do presente estudo.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Resultados do Teste de Wilcoxon para as duas condi¢des de temperatura avaliadas.

TESTE DE WILCOXON

Temperatura (°C) 29 33
p-norm 0,068 0,465
p-exact 0,125 0,625
p-simul 0,129 0,625

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

O valor-p (p-value) no Teste de Wilcoxon € uma métrica estatistica que indica a
probabilidade de que a diferenca observada entre os métodos seja resultado do acaso. Se p-
value for maior ou igual a 0,05 ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre os valores.
Dentre os trés valores de p-value fornecidos pelo teste, o p-exact é o mais preciso para
amostragens pequenas, pois usa uma abordagem exata sem aproximacdes estatisticas.

Nesse sentido, nas duas temperaturas avaliadas, os valores de p-exact superaram o limite
de 0,05, indicando que os resultados obtidos pelo modelo matematico e pela analise em HPLC
néo sao significativamente diferentes.

Para complementar a validacao estatistica e ampliar sua confiabilidade, também foram
realizados o Teste de Pearson e a analise de regressdo linear (Figura 9 e Tabela 10), que avaliam

o0 grau de correlagdo entre os resultados obtidos pelos dois métodos.
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Figura 9 - Analise de regresséo linear dos dados obtidos pelo modelo matematico e pela analise em HPLC
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Tabela 10 - Resultados da analise de correlacdo linear realizada para as duas condigdes de

temperatura avaliadas.

CORRELACAO LINEAR

Temperatura (°C)
R-Squared
Coeficiente angular
Correlacédo de Pearson

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

33
0,995
1,046
0,997

Os valores de R? obtidos para as duas temperaturas demonstram que os métodos possuem

excelente concordancia. Além disso, o coeficiente angular de ambas as condi¢fes tambem est
proximo de 1, o que € ideal, pois sugere que os métodos fornecem resultados muito semelhantes,
com forte grau de proporcionalidade. Do mesmo modo, os valores de correlagdo de Pearson

préximos de 1 atestam a relacdo de linearidade entre as variaveis.

5.3 Influéncia da temperatura sobre a concentracao de etanol

Considerando que a temperatura € um componente essencial do modelo proposto, foram

utilizadas duas métricas para avaliar 0 seu impacto sobre a concentracdo de etanol: anélise de

sensibilidade e coeficiente de variacao.
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A andlise de sensibilidade € uma técnica Util para identificar como pequenas mudancgas em
uma dada variavel influenciam os resultados de um modelo. No presente estudo ela foi utilizada
para avaliar como as variacOes de temperatura (entre 28 e 34 °C) afetam a concentracao de

etanol. Matematicamente, essa relacao € expressa pela derivada parcial de CeL em relacdo a T:

0CgL ~ lim CeL(T + AT) — Cg(T)
oT AT>0 AT

(26)

Os dados obtidos estéo apresentados no gréafico abaixo (Figura 10).

Figura 10 - Representacéo grafica da andlise de sensibilidade.
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.

aT

varidvel analisada, indicando uma relacdo direta entre eles. Por outro lado, quando a

Quando a sensibilidade é positiva (

> 0) , o valor de saida do modelo aumenta com a

e . . .aC o e .
sensibilidade é negativa (a_? < 0), a saida diminui com o aumento da variavel, demonstrando

uma relacdo inversa. Nos casos em que a sensibilidade é proxima de zero, a variavel

praticamente n&o influencia o resultado do modelo.
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Nesse contexto, os valores de sensibilidade apresentados na Figura 10 sdo negativos,
indicando que o aumento da temperatura reduz a concentracdo de etanol. Além disso, a
sensibilidade ndo é constante ao longo da massa liberada. Conforme a perda de massa aumenta,
o valor de sensibilidade também se eleva, demostrando que a temperatura tem maior impacto
nos estagios mais avancados da fermentacdo alcodlica, isto €, nos maiores valores de
concentragéo de etanol.

Ja o coeficiente de variacao (CV) foi usado para medir a dispersao relativa da concentracao
de etanol em funcdo da temperatura, ou seja, o quanto CgL Se altera com a variacdo da

temperatura. Ele é expresso matematicamente por:
oT

CV(T) = — 100 (27)
uT

onde oT é o desvio padrdo dos valores de CeL (g.L™) ao longo de T (°C) e uT é a média dos

valores de Ce. (g.L™), para uma determinada massa mr (g).

Os resultados estdo dispostos na Figura 11.

Figura 11 - Representacdo gréfica do coeficiente de variacdo.
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Os valores de CV séo expressos em porcentagem e interpretados de acordo com os seguintes

critérios:

CV > 10%: Valor de saida altamente sensivel a variavel estudada.
CV < 5%: Pouco impacto da variavel analisada.

CV = 0: Valor de saida se mantém praticamente constante com alterac@es na variavel.

Sendo assim, de acordo com os resultados apresentados na Figura 11, a influéncia da
temperatura sobre a concentracdo de etanol € pequena. No entanto, a medida que a perda de
massa aumenta, o CV cresce linearmente, indicando que o impacto causado pela temperatura
na disperséo dos valores de CgL se intensifica com 0 avanco do processo fermentativo.

De modo geral, as duas métricas utilizadas demostram que a concentracao de etanol nao
¢ altamente sensivel a variacdes de temperatura. Contudo, elas também indicam que esse
impacto é potencializado pelo avango do processo fermentativo, que intensifica a perda de
massa e, consequentemente, a concentracdo de etanol. Além disso, a inclusdo da temperatura
como variavel de entrada no modelo proposto aumenta sua robustez e traz mais precisdo aos

resultados.

5.4 Aplicacdo do modelo matematico

O ensaio de fermentacdo realizado visando a aplicacdo do modelo matematico foi
conduzido por um periodo total de 5,5 horas. Os dados médios de perda de massa obtidos ao
longo da fermentacao, assim como os respectivos valores de concentracdo de etanol, calculados

através do modelo matematico, estdo dispostos na Tabela 11.
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Tabela 11 - Dados médios de perda de massa e seus respectivos valores de concentragdo de etanol
calculados através do modelo matematico.

Tempo (h) Perda de massa () Concentracéo de etanol (g.L™)

0,0 0,0000 0,00
0,5 0,0494 1,69
1,0 0,1257 4,29
1,5 0,2139 7,29
2,0 0,3192 10,86
2,5 0,4325 14,69
3,0 0,5671 19,23
3,9 0,7046 23,85
4,0 0,8469 28,61
4,5 0,9980 33,65
50 1,1495 38,68
515 1,2673 42,57

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

A partir dos dados fornecidos na Tabela 11, foi tragado o perfil de concentracéo de

etanol, representado na Figura 12.

Figura 12 - Perfil de concentracdo de etanol.
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35

A curva de concentragéo de etanol ao longo do tempo, apresentada na Figura 12, segue um
perfil semelhante ao mostrado na Figura 2, que representa o comportamento caracteristico de
um processo em batelada. Esse resultado indica que 0 modelo matematico em quest&o € preciso
e eficaz no monitoramento da concentracdo de etanol em um processo fermentativo conduzido

nas condicdes avaliadas.

6 CONCLUSAO

O modelo matematico desenvolvido é uma equacéo fécil e préatica de ser aplicada em
diversos programas computacionais. Os resultados de concentracdo de etanol calculados através
do modelo apresentaram boa concordancia com os valores obtidos pela analise em HPLC,
confirmando sua precisdo. Além disso, as métricas utilizadas para avaliar a influéncia da
temperatura sobre a concentracdo de etanol demostraram que, embora seu efeito ndo seja
intenso, a inclusdo dela como variavel de entrada contribui para elevar a confiabilidade dos
resultados. Por fim, a aplicacdo pratica do modelo mostrou-se eficaz, o que revela seu potencial

para ser usado no monitoramento da concentracao de etanol em processos fermentativos.
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