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RESUMO

O processo de fermentagdo alcodlica para produgdo de etanol de sacarose (primeira geragao -
1G) tem como principal limitagdo a toxicidade do etanol a levedura Saccharomyces cerevisiae.
Durante o processo, o etanol se acumula no caldo fermentativo, inibindo o crescimento celular
e, consequentemente, sua propria producdo. Dessa forma, o processo € limitado a utilizagcdo de
mostos com concentragcdes moderadas de substrato, o que resulta na obtencdo de vinhos com
baixa concentracdo de etanol (8 a 12 graus Gay-Lussac). A utiliza¢do de baixas temperaturas
aumenta a tolerancia da levedura ao etanol, possibilitando a realizacdo de fermentacdes com
maiores cargas de substrato (VHG, do inglés, very high gravity), com consequente producao de
vinhos mais concentrados em etanol. No entanto, a produtividade volumétrica € relativamente
baixa devido as baixas velocidades metabdlicas da levedura em baixas temperaturas. No
presente trabalho, avaliou-se a partir da modelagem e simulacdes, o processo fermentativo
descontinuo alimentado VHG em diferentes condi¢des de redugdo da temperatura (degraus e
rampas), utilizando parametros cinéticos obtidos da literatura para linhagem industrial de
levedura. Inicialmente, simulou-se uma fermentacio VHG a temperatura constante de 28 °C
(condi¢ao comumente reportada na literatura em fermentagdes VHG), para ser utilizada como
controle. Na sequéncia, foram simuladas fermentacbes VHG aplicando trés estratégias de
reducdo da temperatura de 34 para 28 °C durante o processo, no caso um degrau, trés degraus
e rampas, nas quais avaliou-se os melhores momentos para reduzir a temperatura com base da
concentragdo de etanol no caldo fermentativo. Por fim, investigou-se a influéncia do tempo de
enchimento no desempenho do processo utilizando as melhores condicdes obtidas para as
estratégias de redugdo de temperatura estudadas. O desempenho das condi¢des simuladas foi
avaliado em termos de tempo de processo (tp) e produtividade volumétrica em etanol (Pg)
considerando a conversdo de substrato de 98%. No geral, todas as estratégias avaliadas
proporcionaram maior P em comparagdo a fermentacdo controle. A partir da variagdo do
tempo de enchimento, foi possivel alcancar melhora de 20,55% em Pg com relagdo ao controle,
devido a redugdo de tp. Esses resultados mostram que as estratégias propostas podem ser uma
alternativa para viabilizar fermenta¢des VHG, colaborando nao s6 para reducao do consumo de
dgua na industria, bem como para reducdo de custos globais do processo, associados com a

necessidade de equipamentos de grande volume, recuperacao do etanol e destinacdo da vinhaga.

Palavras-chave: produ¢do de etanol; fermentacio VHG; reducdo da temperatura; degraus de

temperatura; rampas de temperatura.
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ABSTRACT

The main limitation in ethanol fermentation from sucrose (first generation - 1G) is the toxicity
of ethanol to the yeast Saccharomyces cerevisiae. During the process, ethanol accumulates in
the fermentative broth, inhibiting cell growth and consequently its own production. Thus, the
process is limited to the use of musts with moderate concentrations of substrate, producing
wines with a low concentration of ethanol (8 to 12 degrees Gay-Lussac). The use of low
temperatures increases yeast tolerance to ethanol, enabling fermentations with higher substrate
concentration (VHG, very high gravity), resulting in the production of wines with higher
ethanol concentration. However, the ethanol volumetric productivity is low due to the low
metabolic rates of yeast at low temperatures. This word aimed to model and simulate VHG fed-
batch fermentation under different conditions of temperature reduction (steps and ramps), using
kinetic parameters obtained from the literature for an industrial yeast strain. Initially, a VHG
fermentation at a constant temperature of 28 °C (a condition commonly reported in the literature
for VHG fermentations) was simulated to be used as a control. Subsequently, VHG
fermentations were simulated using three strategies to reduce the temperature during the process
from 34 to 28 °C: one step, three steps, and ramps. The best moments to reduce the temperature
were evaluated based on the ethanol concentration in the fermentative broth. Finally, the
influence of filling time on process performance was investigated using the best conditions
obtained for the temperature reduction strategies studied. The performance of the simulated
conditions was evaluated in terms of process time and ethanol volumetric productivity (PE),
considering a substrate conversion of 98%. Overall, all evaluated strategies resulted in higher
Pk values in comparison to the control fermentation. By varying the filling time, it was possible
to achieve a 20.55% improvement in P compared to the control, due to the reduction in process
time. The results demonstrate that the proposed strategies could be an alternative to enable VHG
fermentations, contributing to the reduction of the water consumption in the industry and the
overall costs of the process associated with the need for large volume equipment, ethanol

recovery, and vinasse disposal.

Keywords: ethanol production; VHG fermentation; temperature reduction; temperature steps;

temperature ramps.
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1. INTRODUCAO

O bioetanol € o biocombustivel mais utilizado mundialmente, sendo importante no setor
de transporte e contribuindo com a reducao da emissao de gases que intensificam o efeito estufa
(MOHD AZHAR et al., 2017). O Brasil € o segundo maior produtor de etanol no mundo. Em
2021, o pais produziu 27% de todo o etanol mundial, perdendo apenas para os Estados Unidos,
que produziram 55% (Renewable Fuels Association, 2021). A implementacdo do Programa
Nacional do Alcool (Prodlcool) na década de 70 foi o que impulsionou o setor sucroalcooleiro
no Brasil (MICHELLON et al, 2008). Atualmente, com a Politica Nacional de
Biocombustiveis (RenovaBio), espera-se que o setor cres¢a ainda mais. No estado da Bahia, a
Secretaria de Desenvolvimento Econdmico (SDE) criou o projeto do Polo Bioenergético e
Sucroalcooleiro, que prevé a instalagdo de 10 usinas na regido do Médio Sao Francisco (SDE-

BA, 2020).

No Brasil, a producdo de etanol se da por via fermentativa e aplica-se como principal
matéria prima a sacarose extraida da cana-de-acucar (etanol de primeira geragdo - 1G) (BASSO
et al., 2011). Ao todo, 87% das destilarias utilizam cana-de-agucar e 13% utilizam milho para
producdo de etanol (CONAB, 2023). Dentre os diferentes tipos de etanol, o de sacarose € o que
apresenta o melhor balango energético, pois com a queima do bagaco da cana-de-acticar nas
caldeiras € possivel obter energia para fins térmicos, bem como energia elétrica (PEREIRA et
al., 2018). Quanto ao modo de operacdo, aproximadamente 85% das destilarias brasileiras
realizam a fermentacdo alcodlica em modo batelada alimentada e os outros 15% operam em

modo continuo (GODQOY et al., 2008).

O processo industrial de producdo de etanol, embora consolidado, apresenta limitacdes.
Assim, a implementacdo de novas tecnologias de producao € indispensdvel quando se objetiva
reduzir custos e aumentar a producdo. A principal limitagdo € a inibicio do etanol ao
metabolismo da levedura Saccharomyces cerevisiae (MAIORELLA et al., 1983; SONEGO,
2016; RODRIGUES, 2019; VELOSO, 2019; VELOSO et al., 2019; GOMES, 2020), que esta
diretamente relacionada com a temperatura. Quanto maior a temperatura, maior a fluidez da
membrana da célula, o que facilita o fluxo de substincias toxicas para o interior da célula,
resultando em maiores efeitos de inibicdo (PHISALAPHONG et al., 2006). A inibicao pelo
etanol dificulta a obten¢do de vinhos com teor alcodlico superior a 80 g L' (10 °GL), em
processos conduzidos a 34 °C, valor relativamente baixo (DIAS et al., 2015; VELOSO et al.,

2019). Além disso, quando a concentragdo de etanol aumenta no caldo fermentativo, reduz-se
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as velocidades de crescimento celular, consumo de substrato e produgdo de etanol, refletindo

negativamente na produtividade volumétrica em etanol no processo.

Uma forma de contornar os efeitos da inibi¢ao pelo etanol é conduzir a fermentagcdao em
temperaturas menores. Quando se utiliza menores temperaturas, € possivel aumentar
consideravelmente a concentracdo do substrato que se utiliza no mosto de alimentacdo e,
consequentemente, obter vinhos mais concentrados ao final da fermenta¢do (RIVERA et al.,
2017; VELOSO, 2019). Este tipo de fermentacdo, ¢ denominada very high gravity (VHG),
possibilita economia de energia na etapa de recuperacdo do etanol e gera menor volume de
vinhaca, residuo produzido no processo de destilacdo (CRUZ et al., 2021). A literatura
apresenta diversos trabalhos com tecnologia VHG (ALDIUIER et al., 2004; PEREIRA et al.,
2012; RIVERA et al., 2017; VELOSO, 2019; CRUZ et al., 2021; VELOSO, 2023).

Embora a fermentacdo VHG traga vantagens ao processo, convém salientar que o
principal desafio desta estratégia é a baixa produtividade volumétrica em etanol, como
consequéncia da reducdo das velocidades das reagdes metabdlicas em menores temperaturas
(VELOSO, 2019). Observa-se na literatura que estudos visando contornar esse gargalo sdo
escassos, de modo que ainda se faz necessario explorar de forma mais sistemdtica novas
estratégias de fermentacdes VHG com intuito de melhorar o processo. Neste contexto, a
utilizacdo de simulacdes computacionais empregando modelos matematicos que descrevem a
dindmica da fermentacio VHG pode ser uma alternativa para encontrar melhores condicdes de

processo de modo a maximizar a producgdo e a produtividade em etanol.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar, utilizando simulacdo computacional, se a redu¢do da temperatura durante o
processo e o tempo de enchimento da dorna melhoram o desempenho da fermentacao alcodlica

VHG em batelada alimentada.
2.2. Objetivos especificos
Para alcancar o objetivo proposto, os seguintes objetivos especificos foram definidos:

e Avaliar se a reducdo da temperatura utilizado degraus (reduc¢do abrupta) melhora o

desempenho do processo;

e Avaliar se a reducdo da temperatura utilizado rampas de temperatura (reducdo gradual)

melhora o desempenho do processo;

e Avaliar se o tempo de enchimento influencia o desempenho do processo.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. Producéao de etanol no Brasil

Segundo a Renewable Fuels Association (RFA), o Brasil € o segundo maior produtor de
etanol no mundo, tendo produzido em 2021 27% de todo etanol mundial, perdendo apenas para
os Estados Unidos, que produziram 55% do total (RFA, 2021). Atualmente, o Brasil ocupa o
primeiro lugar no ranking dos paises que mais produzem etanol de sacarose (GIMENEZ et al.,
2018). Desde 1975, com a criagdo do Programa Nacional do Alcool (Prodlcool) pelo governo
federal, as pesquisas brasileiras acerca da otimizacao da cadeia produtiva contribuiram de forma
extraordindria para o cendrio atual. Cerca de 80% de todo petréleo consumido no Brasil no
inicio da década de 1970 era importado. Conflitos entre paises que se situam proximos as
regides produtoras de petréleo contribuiram para o primeiro choque do petréleo em 1973 e,
consequentemente, para o aumento do preco do combustivel afetando seriamente a economia
brasileira. O Prodlcool, dentre vérios programas langados com o objetivo de mudar o cenério
do choque do petrdleo foi o que obteve maior €xito (MICHELLON et al., 2008). A principio
(no primeiro choque do petréleo), a insercao do etanol na matriz energética tinha como objetivo
utilizar o etanol apenas como aditivo da gasolina, mas devido ao segundo choque do petréleo
em 1979, o programa foi ampliado com o intuito de utilizar o etanol como substituto da gasolina

(MICHELLON et al., 2008).

O bioetanol pode ser obtido por meio de diversas matérias-primas, tais como: beterraba,
sorgo, milho, cana-de-agucar, batata dentre outras (VELOSO, 2019). A matéria prima mais
utilizada para a producdo de etanol no Brasil é a cana-de-agicar, tendo em vista os menores
custos de produ¢do em comparagdo as outras matérias-primas, a disponibilidade e a elevada

concentragdo de agucares (BASSO et al., 2011; SONEGO, 2016).

A principal limitagdo no processo de produgdo de etanol de primeira geracdo estd
associada a toxicidade do etanol as leveduras a medida que as mesmas realizam a conversao
dos agucares redutores resultantes da hidrélise da sacarose em etanol (RODRIGUES, 2019). O
bioetanol possui potencial para cessar o metabolismo da levedura devido alteracdes que o
mesmo provoca nas propriedades mecanicas da membrana celular a medida em que a
fermentacgao € realizada (LY et al., 2002). Como resultado ao final do processo, tem-se vinhos
com baixa concentracao em etanol. Assim, os custos associados a demanda energética utilizada

na recuperacgdo (até 2,6 Kg de vapor por litro de etanol recuperado) e na utilizagdo de dornas de
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grande volume, aumentam consideravelmente, resultando no aumento do volume de vinhaca
produzida ao final do processo de recuperacdo (pode alcancar até 12,4 litros de vinhaga para

cada litro de etanol recuperado) (AMORIM et al., 2011; RUIZ, 2015).
3.2. Modo de operacao dos processos fermentativos

Bioprocessos podem ser especificados/classificados com base na forma que o substrato
¢ adicionado e o produto € retirado do biorreator. Dentre essas formas de conducdo, tem-se

batelada, batelada alimentada e o modo continuo (SONEGO, 2016).
3.2.1. Batelada (descontinuo)

Na batelada, apds a inoculagdo do biorreator, nada mais € acrescentado ao mesmo,
exceto reagentes para controle de espumas e de pH. Caso ndo ocorra evaporacao ou retirada de
amostra, o volume reacional ndo apresentard variacdes (SONEGO, 2016). Esse modo de
operacdo é comumente utilizado nas industrias alimenticias (VELOSO, 2019). A batelada foi

muito empregada para produgdo de etanol até o inicio da década de 1960 (SONEGO, 2016).

Segundo Tosetto (2002), o processo em batelada pode ser operado no sistema de cultura
ou de corte. No sistema de cultura, o substrato (mosto) € adicionado até se alcancar o volume
util do biorreator, apds a inser¢do da cultura (indculo). Ja no sistema de corte, apds a primeira
fermentacdo ser realizada, o meio de cultivo € dividido em duas dornas que posteriormente

terdo seus volumes completados. (TOSETTO, 2002).
3.2.2. Batelada alimentada (descontinuo alimentado)

Nesse modo de operacao, a inser¢ao de substrato (alimentagdo) € feita de forma gradual,
objetivando a reducao do efeito da inibi¢ao por substrato, com vazao de alimentacdo podendo
ser constante ou varidvel com o tempo (CARVALHO e SATO, 2001). Segundo Tosetto (2002),
esse tipo de processo € uma variacao do modo batelada e hd uma economia de agucar, por conta

da menor necessidade de reproducio celular, resultando num elevado rendimento em etanol.

Aproximadamente 85% das destilarias brasileiras operam em modo batelada
alimentada, conforme duas etapas. A primeira (batelada alimentada) consiste na adi¢do de
mosto a uma suspensao de células denominada “pé-de-cuba”, até que se chegue ao volume 1til

da dorna (VELOSO, 2019). Quanto a segunda etapa, a partir do momento que o volume til do
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biorreator for alcancado, o processo segue em modo batelada até o momento em que a

concentracdo de substrato zere no caldo fermentativo (SONEGO et al., 2018).

3.2.3. Continuo

z

No modo continuo, o sistema é operado em regime permanente, de modo que as
concentragdes de produto e substrato nao apresentem variacao com o tempo (VELOSO, 2019).
Neste sistema de conducdo pode haver reciclo de células ou ndo, e os tanques utilizados no

processo podem ser individuais ou conectados em série (SONEGO, 2016).

Uma das grandes vantagens de se operar no modo continuo, diferentemente do modo
descontinuo, ¢ a reducao dos “tempos mortos”, o que contribui para o aumento da produtividade
em etanol e obtencdo de um produto uniforme. Os pontos negativos estdo associados a
possibilidade de contaminagdo, por ndo ser um sistema fechado, e a mutacdo genética do

microrganismo, devido aos longos tempos de operacao (FACCIOTTI, 2001).
3.3. Efeitos inibitorios da fermentacao alcodlica

3.3.1. Etanol

Segundo Maiorella et al. (1983), o etanol produzido na fermentacdo alcoodlica € o
principal inibidor do metabolismo da levedura. Em concentracdes acima de 40 g L' 2 medida
que sua concentragdo aumenta no caldo o metabolismo da levedura € afetado,
consequentemente, reduzindo a velocidade de formacdo de produto. O metabolismo ¢é
completamente inibido em concentragio acima de 90 g L' em fermenta¢des conduzidas a 34

°C.
3.3.2. Substrato

Em processos conduzidos com concentracdes de substrato superiores a 150 g L! torna-
se possivel observar efeitos inibitérios provocados pelo substrato (THATIPAMALA et al.,
1992). Segundo Schulz (2010), nesta condi¢ao de concentracdo hd aumento da osmolaridade,
promovido pelo excesso de substrato. O autor afirma ainda que além de provocar perda de
viabilidade, ha reducdo da velocidade de crescimento celular. O modo de operagdo batelada
alimentada contorna essa problematica, pois, operando a 34 °C, com esse modo 0 processo

atinge no maximo 70 g L' de substrato (BASSO et al., 2011).
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3.3.3. Potencial de hidrogenioionico (pH)

A contaminag@o bacteriana, formagao de subprodutos e a velocidade da fermentagao
podem ser influenciadas pelo pH (AMORIM, 1996). Fermentacdes com pH muito baixo
resultam em perda de potdssio e nitrogénio e, como consequéncia, tem-se o aumento da
sensibilidade da célula ao etanol, di6xido de enxofre e acidos organicos (GOMES, 1988).
Segundo Lima et al. (2001), no geral, em fermentagdes conduzidas industrialmente o pH fica

entre 4,5 e 5,5.
3.3.4. Temperatura

Trabalhos da literatura afirmam que existe um intervalo de temperatura ideal para a
realizacdo da fermentacdo alcodlica (26 a 35 °C). Este parametro pode afetar o processo de
diferentes maneiras. Em temperaturas maiores, aumenta-se a contaminacio bacteriana, bem
como os efeitos téxicos do etanol e diminui-se a viabilidade celular. A temperatura também
afeta as reacdes bioquimica das células. Temperaturas baixas contribuem para obtencio de
elevados rendimentos em etanol, porém a produtividade em etanol diminui (TORIJA et al.,
2003). Por outro lado, quando se reduz a temperatura da fermentacdo, aumenta-se a resisténcia
da levedura ao etanol, e reduz-se a formagao de subprodutos indesejados durante o processo,
por conta de menores estresses (LORA e VENTURI, 2012). O efeito da toxicidade do etanol a
levedura aumenta com o aumento da temperatura, pois, aumenta-se a fluidez da membrana e,
consequentemente, o fluxo de substincias toxicas para interior da levedura (FHISALAPHONG
et al., 2006). Em temperaturas de 12 a 28 °C, o efeito do etanol é constante, no entanto, em

temperaturas maiores o mesmo € intensificado (AMORIM et al., 1996).
3.3.5. Contaminacdo bacteriana

Sabe-se que microrganismos contaminantes podem se desenvolver no fermentador a
depender das condi¢des de processo. Os mesmos podem competir pelo mesmo substrato com a
levedura, além de excretar produtos que apresentam efeitos inibitérios a levedura, e diversas
outras moléculas que podem proporcionar a formagao de espuma e provocar a floculacdo das

leveduras (NEVES et al., 2010).
3.4. Bioquimica da fermentacao alcodlica

Segundo Rodrigues (2019) e Lima (2002), a fermentacdo alcodlica pode ser

compreendida como a conversao de hexoses (glicose e frutose) em CO; e etanol pela levedura
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Saccharomyces cerevisiae, na auséncia de oxigénio. Tal processo ocorre no citoplasma celular,
local onde estdo contidas as enzimas envolvidas no metabolismo (VELOSO, 2019). Segundo
Lima et al. (2001), para que a conversao de acucares em etanol seja alcancada, sdo necessarias
varias rea¢des enzimdticas, como mostrado na Figura 3.1. A principio, a sacarose é convertida
em frutose e glicose por meio da enzima invertase numa reacao de hidrélise (BAEYENS ez al.,
2015), conforme ilustra a Figura 3.2. Na sequéncia, a glicose e a frutose sdo convertidas em
piruvato e o mesmo € convertido em etanol por uma sequéncia de reagdes que se dividem em
duas etapas. Na primeira, forma-se acetaldeido devido a descarboxilacdio do piruvato. Na
segunda, ocorre uma reacdo de reducdo onde o acetaldeido é reduzido a etanol (NELSON e
COX, 2008). O objetivo principal da célula é metabolizar energia na forma de ATP (VELOSO,
2019). Assim sendo, produtos como; glicerol, etanol e CO2, que ndo apresentam utilidade

energética alguma, sdo excretados pela célula (LIMA et al., 2001).

Figura 3.1 - Ilustracdo da via metabdlica da fermentacdo alcodlica pela levedura

Saccharomyces cerevisiae.

Glicose + Frutose

Saccharomyces

Glicose + Frutose cerevisiae
‘S'.‘

& l

Sacarose
Glicose-6-fosfato
Sacarose 1

Frutose-6-fosfato

Frutose-1,6-bifosfato

Proteinas —»  Biomassa

Dihidroxiacetona 1 T
fosfato Gliceraldeido-3-fosfato Aminoécidos

Glicerol Piruvato
Co, Acetaldeido A‘:'d_os
< l organicos

Etanol

Fonte: Rodrigues (2019).
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Figura 3.2 — Hidr6lise da sacarose em glicose e frutose pela enzima invertase em meio aquoso.
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Fonte: Veloso (2019).

3.5. Modelos cinéticos

A dindmica de processos fermentativos pode ser descrita por meio de equacdes
matematicas. A utilizacdo de modelos possibilita a predicdo e compreensao das interagdes entre
varidveis e parametros. A modelagem também possibilita analisar estratégias de otimizagdo
(RIVERA et al., 2017). Segundo Bonomi e Schmidell (2001), os modelos matematicos que

descrevem bioprocessos podem classificados da seguinte forma:

Modelos ndo-estruturados: a variagao de componentes intracelulares para a previsao do
comportamento cinético do bioprocesso € desconsiderada (a estrutura celular € desconsiderada).

Assim sendo, a biomassa do agente bioldgico € caracterizada por uma tnica varidvel.

Modelos estruturados: os componentes intracelulares estruturais sdo considerados.
Portanto, o microrganismo € descrito em maiores detalhes, o que permite descrever a adaptacao

ao meio ambiente.
Modelos ndo-segregados: as populacdes celulares sdo consideradas homogéneas.

Modelos segregados: ha distribuicdo de idade entre células e as mesmas sao

consideradas heterogéneas.

Bononi e Schmidell (2001) afirmam que modelos segregados e estruturados descrevem
com mais detalhes o comportamento cinético das fermentacdes, porém, exigem maiores
esforcos computacionais. Portanto, os modelos nao-segregados e ndo-estruturados sdo mais
utilizados, tendo em vista a facilidade de obtencdo de parametros, devido ao menor nimero de

varidveis envolvidas e ao menor esfor¢o computacional (ANDRIETTA, 1994).
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A concentracio de células no meio fermentativo influencia diretamente o crescimento
celular (auto catalitico). Por conseguinte, a medida que a concentracio de células aumenta, as
velocidades especificas de crescimento também aumentam, tornando-se comum que tais
equacgdes estejam em funcdo da concentracdo celular (Cx). O crescimento celular pode ser
caracterizado matematicamente pela velocidade especifica de crescimento celular (p),
representado pela Equacdo 3.1, para os modos de operacdo batelada e batelada alimentada.
Analogamente, as velocidades especificas de consumo de substrato (us) e formagao de produto
(up) para esses modos de operacdo podem ser representadas pelas Equacdes 3.2 e 3.3,

respectivamente (RODRIGUES, 2019).

-1 dmx 3.1
K my dt ( )

-1 (_dms 3.2)
Hs = mx( dat )

_ L dmp 33
Hp _mX dt ( )

onde myx, ms € mp sdo as massas de células, substrato e produto (g), respectivamente.

Para o modo continuo, considerando regime transiente, sem reciclo de células, as
velocidades especificas de crescimento celular, consumo de substrato e formacao de produto

podem ser representadas pelas Equacdes 3.4, 3.5 e 3.6.

() 04
s == [(52) + £ Gms — mun)| (3.5)
= (224 ) 2 5

onde msm € massa de substrato no mosto (g).
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3.5.1. Modelos sem inibicdo

As equagdes matematicas para p sao, geralmente, fungcdo da concentracdo de substratos
limitantes (Cs) e podem também ser fun¢ao da concentracdo de produto (Cp) e concentragdao
celular (Cx) (VELOSO, 2019). A literatura divide os modelos para p em dois grupos: os que
consideram inibi¢do por produto, células e/ou substratos e aqueles que nao consideram inibi¢ao

alguma (BADINO e CRUZ, 2012), conforme apresentado a seguir.

e Modelo de Monod (1942):

Cc
U= Umax- . G4

Ks+ Cgs

sendo Ks a constante de satura¢do (g L), Cs a concentraciio de substrato limitante (g L) e
Wmar @ velocidade especifica maxima de crescimento celular (h™'). Tal modelo foi utilizado

como base para o desenvolvimento de outros modelos como o de Moser (1958).

e Modelo de Moser (1958):

cu (3.5)

nu - .umax- Ks+ C;L

sendo o expoente u, um parametro adimensional do modelo.
3.5.2. Modelos com inibigcao

Segundo Veloso (2019), diversos fatores podem afetar a velocidade especifica de
crescimento celular. A literatura apresenta diversos modelos, sendo que alguns consideram o
produto como fator inibitério, uns consideram a concentragao celular e outros a inibi¢ao por
substrato limitante. Também sao reportados modelos que consideram inibi¢do mista, conforme

apresentado a seguir:
3.5.2.1. Inibicado pelo substrato

e Modelo de Andrews (1968):
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H = Hmax- LZ (3.6)

Kg+ Cs +~5
S S Kis

sendo Kjs constante de inibi¢do pelo substrato (g L.

Este ¢ o modelo mais aceito para descrever inibi¢do por substrato, também sendo

conhecido como “modelo de Monod com inibigdo pelo substrato”.
3.5.2.2. Inibicdo pelo produto

e Modelo de Levenspiel (1980):

Cs (1- C_p)n (3.7

H = Hmax- K+ Cs ' s
sendo Cp" a concentracio critica de produto a partir da qual se cessa o crescimento celular (g L
1) e n uma constante adimensional relacionada ao potencial téxico do produto.
3.5.2.3. Inibicao celular

e Modelo de Lee - Pollard - Coulman (1983):

(3.8)

. =S5 1 - &Zym
= s o (L= 50
onde Cx" é a concentragio critica de células a partir da qual cessa-se o crescimento celular (g
L") e m um pardmetro adimensional do modelo (-).

3.5.2.4. Inibicao mista

Existem vdrios modelos de inibicdo mista, os quais podem considerar inibi¢do
envolvendo produto e células, substrato e produto, ou ainda substrato, produto e células
(VELOSO, 2019). O modelo hibrido de Andrews-Levenspiel, por exemplo, considera inibi¢ao

pelo substrato e pelo produto:

e Andrews-Levenspiel:
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C C
= b, — . (1= 2y (3.9

s
Ks+ Cs + >
S S Kis

3.6. Fermentacio alcodlica VHG

Com o objetivo de elevar o teor alcodlico nas fermentacdes e reduzir problemas
associados a operagdo, substratos com alta concentracdo de agtcares totais tem sido utilizados
em processos fermentativos. Tal estratégia é conhecida como fermentagdo com alto teor de
acucares fermentesciveis (very high gravity, VHG) (CRUZ, 2019). Esta tecnologia foi
desenvolvida na década de 1990. Inicialmente, avaliaram-se mostos com 25% (m.m’') de
acucares redutores totais (ART), objetivando obter concentracdo de etanol maior ou igual a

15% (BAYROCK; INGLEDEW, 2001).

Segundo Deesuth et al. (2015), as fermentacdes podem ser classificadas em NG, HG e
VHG, conforme a concentragdo de substrato. Fermentacdes NG (normal gravity) sao
conduzidas com até 180 g L' de ART, enquanto fermentag¢des HG (high gravity) com 180 a
250 g L' de ART e fermentacdes VHG com mais de 250 g L™! de ART. Nessa tecnologia utiliza-
se baixas temperaturas na conducao da fermentacao para reduzir o efeito inibitério do etanol, o
que possibilita a alimenta¢do de mostos com maiores concentragdes de ART (RIVERA et al.,

2017).

A principal vantagem dessa tecnologia € o aumento da concentragdo de etanol no caldo
fermentativo de pelo menos 15% (v/v), o que resulta na reducdo do volume de vinhaca
(YAMAKAWA et al., 2019) e do consumo de energia e dgua utilizadas na destilacdo do etanol
e, consequentemente, do custo operacional associado a destilagdo (CRUZ et al., 2021). Além
disso, temperaturas baixas minimizam a proliferacdo de bactérias contaminantes (SONEGO,

2016), o que contribui com a reducio dos custos com a aplicacdo de antibidticos.

Embora a estratégia VHG possa trazer beneficios ao processo, o principal gargalo estd
associado as baixas produtividades volumétricas em etanol (VELOSO, 2019), consequéncia

das baixas velocidades metabdlica das leveduras (TORIJA et al., 2003).
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4. METODOLOGIA

4.1. Modelagem matematica

Na Figura 4.1, é apresentado um esquema ilustrativo do processo fermentativo
alcodlico em batelada alimentada, objeto de estudo do presente trabalho. O processo se inicia
com a alimentagdo de mosto contendo substrato ao “pé-de-cuba” (indculo - suspensdo de dgua
e células), a uma vazdo volumétrica constante, até se alcancar o volume util da dorna. Apds o
enchimento da dorna, o processo continua em modo batelada até se alcancar a conversao de

substrato desejada (~100% industrialmente).

Figura 4.1 — Esquema ilustrativo do processo de producdo de etanol em modo batelada

alimentada.

Corrente de
mosto

1 Vo 1 v

: Cxo | Cx
Cso Cs
Cro Ce

to t

Fonte: Acervo pessoal do autor.

O modelo matematico do processo pode ser representado pelo sistema de equagdes
diferenciais (Equacoes 4.1- 4.4), obtidas dos balancos de massa para células (X), substrato (S)
e etanol (E) e balango de massa total, assumindo formacao de produto associada ao crescimento.

O desenvolvimento do modelo se encontra no Anexo A.
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Y_p, 4.1)
L = Cx.(u—) *2)
=T (Cou=Cs) == Cx *3)
L %Z'”' Cx—=2.Cp @.4)

onde, Cg € a concentragdo de etanol (g L), Cs é a concentraciio de substrato (g LY, Csmé a
concentragio de substrato no mosto (g L), Cx é a concentragio de células vidveis (g L), Fe é

a vazio de alimentacdo de mosto (L h'). Para a etapa em batelada do processo, Fe= 0.

Para descrever a velocidade especifica de crescimento celular (u), foi utilizado o modelo
cinético de Andrews (1968) — Levenspiel (1980), que considera inibi¢do por substrato e

produto, conforme utilizado por Veloso et al. (2019).

c cg \" 4.
uzﬂméx-—scz-(l_c E) @)
K5+C5+K—fs Emax

onde, umax € a velocidade especifica maxima de crescimento celular (h), Ks é a constante de
saturacao (g L), Kis é a constante de inibicdo pelo substrato (g L"), Cemax é a concentracdo
méxima de etanol a partir da qual cessa-se o crescimento celular (g L™!) e n é uma constante

adimensional relacionada ao potencial toxico do produto (-).
4.2.  Simulacoes
4.2.1. Fermentacdo VHG controle
Utilizou-se como controle a simulagdo do processo VHG conduzido a temperatura
constante de 28 °C, pois, esta é uma estratégia reportada em trabalhos da literatura (VELOSO

et al, 2019). Na Tabela 4.1, sio mostradas as condi¢des de vazdao de alimentacdo e

concentracdo de substrato no mosto que foram utilizadas nas simulagdes da fermentacio VHG
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controle e demais fermenta¢Oes com redugdo de temperatura. Considerou-se volume util (Vu)

de 2 L e volume inicial de indéculo (Vo) correspondente a 30% do volume util (0,6 L).

Tabela 4.1 — Condi¢des de fermentacao empregadas nas simulagdes.

Parametro Valor
Fe(L h™) 0,109
te (h) 12,84
Csm(gL™h) 436,3
Csr(gL™) 305,4

Fe: vazdo volumétrica de alimentacdo (L h); te: tempo de enchimento (h) — relagdo entre
volume e vazdo de enchimento (V Fe!); Csm: concentracdo de substrato no mosto (g L!); Cs:
concentracdo de substrato alimentado (g L") (baseado na massa total de substrato alimentado e
no volume util da dorna).

Os valores dos parametros Fe, tg e Csr, mostrados na Tabela 4.1 foram obtidos do
trabalho de Veloso et al. (2019). Para o cédlculo dos valores de Csw, utilizou-se a Equagio 4.6,

que relaciona Csr com Csm.

_ Mmst _ (Vu-vo) 4.6
Csr = vu  OSM-T (4.6)

onde, mst € massa total de substrato alimentado (gs), Vu € o volume util da dorna (L) e Vo é o

volume inicial de inéculo (pé-de-cuba) (L).

Os parametros cinéticos do modelo de Andrews - Levenspiel (Umax, Ks, Kis, CEmax € 1),
bem como os coeficientes de rendimento em células e etanol (Yx/s € Ygss) utilizados nas
simulacdes foram obtidos do trabalho de Veloso et al. (2019). A Tabela 4.2 apresenta os
parametros Umax, Ks, Cemax €m fung@o da temperatura e n em fun¢do da concentracdo final em
etanol. Os parametros Yxss (0,0419 + 0,0040) (gx gs), Yrs (0,444 + 0,002) (ge gs) e Kis
(170,35 £ 0,31) (g L") foram considerados constantes nas simulacdes, e foram obtidos a partir
das médias aritméticas dos parametros obtidos por Veloso et al. (2019) nas temperaturas de 28,

30,32 ¢34 °C.
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Tabela 4.2 — Equacgdes que descrevem os pardmetros tmsx, Ks, CEmax €em fungdo da temperatura

(T) e n em fungado da concentragao final de etanol (Cgr).

Parametros Equacio
Umix (h) (4.05 + 1,14).106. (513924 161,0).(%)
Cenas (g L) (13845 + 1,68). e~ (18 £ 01D
Ks(eL? (1435 + 1,02). 764 £ 0705
n) (0,143 + 0,014).(%)3'5@0'22

4.2.2. Fermentacoes conduzidas com degraus de temperatura

Rotinas de simulacdo foram implementadas para avaliar a conducdo da fermentacao
alcoéolica VHG reduzindo-se a temperatura abruptamente (degrau) conforme duas estratégias.
Para ambas, utilizou-se as mesmas condi¢cdes do processo (Fe, te ¢ Csm) conduzido a

temperatura constante 28°C (Tabela 4.1) e os parametros apresentados na Tabela 4.2.

Na primeira estratégia, apenas um degrau de temperatura (34-28 °C) foi aplicado, de
modo que o processo foi iniciado a 34 °C e conduzido nesta temperatura até que a concentragao
de etanol no caldo fermentado alcan¢ou determinado valor (Cgp - concentracio de etanol para
aplicacdo de degrau). Posteriormente, a temperatura foi reduzida para 28 °C, temperatura em

que o processo foi conduzido até atingir o critério de conversao de substrato.

Quanto a segunda estratégia, trés degraus de temperatura para condu¢ao do processo
(34-32, 32-30 e 30-28 °C) foram aplicados. O algoritmo foi instituido de forma similar ao
processo conduzido com apenas um degrau, aumentando-se apenas o nimero de degraus.
Assim, o processo iniciou-se a 34 °C e foi conduzido nesta temperatura até determinado valor
de Cep, a partir do qual a temperatura do processo foi reduzida para 32 °C (primeiro degrau).
Em seguida, a temperatura foi mantida em 32 °C e, posteriormente, quando alcancou-se
determinado valor Cgp, foi reduzida para 30 °C (segundo degrau). Por fim, de forma anéloga,
aplicou-se o terceiro degrau, reduzindo a temperatura para 28 °C, condicdo em que 0 processo

foi conduzido até alcancar o critério de conversao de substrato
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Sabe-se que o efeito inibitorio do etanol a levedura é dependente da temperatura, pois
processos conduzidos em maiores temperaturas tendem a ter maior inibicdo com menores
concentracdes de etanol no meio. No presente trabalho, foram avaliados diferentes valores de
Cep para cada degrau, objetivando a obten¢do da melhor condi¢dao de Cgp para aplicacdo do
degrau de temperatura (aquela que maximiza a produtividade volumétrica em etanol). Os
valores de Cgp foram baseados no parametro Cemax (concentragdo mixima de etanol a partir da
qual cessa-se o crescimento celular) para cada temperatura. Foram avaliados valores de Cep de
85 2 99% de Cgmax, com passo de 2%. E importante notar que o Cep era sempre vinculado ao
CEmax, de modo que para cada degrau existia um valor de Cgp caracteristico de acordo com a

temperatura.
4.2.3. Fermentagdes conduzidas com rampas de temperatura

Para avaliacio da condug¢do da fermentacdo com rampas de temperatura, foram
implementadas rotinas para simular o processo considerando a redu¢do na temperatura (T)
como uma fun¢do da concentracdo de etanol. No total, foram avaliadas 8 condi¢des de rampa,
cujas equacdes para T foram obtidas com base na equacdo de Cemax em funcio da temperatura
de processo, ajustada por Veloso et al. (2019) (Tabela 4.2). Para tal, foram levantados os dados
da concentracdo de Cemax para o intervalo de temperatura de 28 a 34 °C, utilizando passo de
temperatura de 1 °C, isto é, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 °C. Uma vez obtidos os valores de Cgmax,
foram levantados os valores de concentracdo de etanol para as rampas (Cgr) variando de 85%
a2 99% do Cgmax com passo de 2%. Com esses dados, foram ajustadas oito equagdes empiricas
para T em fungio de Cgr do tipo T = 0.Cer™ (o e B sdo constantes empiricas), conforme mostra
a Figura 4.2 e a Tabela 4.3, que foram avaliadas como rampas de temperatura. Os coeficientes

de correlagdo (R?) para todas as equacgdes ajustadas foram também obtidos (Tabela 4.3).
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Figura 4.2 — Perfis das rampas de temperatura em funcio da concentragdo de etanol.
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Fonte: Acervo pessoal do autor.

Tabela 4.3 — Equacgdes para a temperatura em fungdo da concentragdo de etanol utilizadas nas

simulacdes com rampas, com seus respectivos coeficientes de correlacdo (R?).

Simulacao T R? Cer"
(-) °C) (-) (% CEmax)
1 279,00.Cpgr 0482 1,000 85
2 282.14.Cpgr 0482 0,999 87
3 285,26.Cgr %82 0,999 89
4 288,32.Crr %32 0,999 91
5 291,35.Cpr 0482 0,999 93
6 294.,35.Cpr 0482 1,000 95
7 297,32.Crr 0482 0,999 97
8 300,26.Cgr 0482 1,000 99

“Cgr concentracdo de etanol para aplicagdo da rampa de temperatura (varidvel independente da
funcao temperatura).

A principal alegacdo para o fato do ajuste desses perfis T = f (Cgr), se da pelo interesse
em saber qual a melhor estratégia (aquela que maximiza a produtividade volumétrica em etanol)
para a aplicacdo da rampa embasando-se na concentracdo de etanol no caldo fermentativo, uma

vez que ele € inibidor do metabolismo das células que s@o utilizadas na fermentacgao.
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No que diz respeito a forma com a qual a simulagdo foi realizada, o processo foi iniciado
a 34 °C e conduzido nesta temperatura até se alcancar determinada concentracao de etanol (Cgr)
para iniciar a rampa. Apds esse momento, a temperatura do processo foi conduzida em rampa,
conforme a devida funcdo de T, até atingir a temperatura de 28 °C, temperatura em que o

processo foi conduzido até alcangar o critério de conversdo de substrato.
4.2.4. Fermentagcdes conduzidas com diferentes tempos de enchimento

O tempo de enchimento é um parametro que também influencia no desempenho da
fermentacdo VHG, uma vez que a concentracdo de substrato afeta a pressdo osmotica externa
do caldo e consequentemente a biossintese celular (SOUZA, 2009). Apdés a obtencdo das
melhores condi¢Oes para realizacdo dos degraus e rampas de temperatura, foram avaliadas
diferentes condicdes de tempo de enchimento, variando-o de 7,20 a 15,00 h em intervalos de

0,2 h.
4.2.5. Avaliagdo do desempenho das fermentacoes

Para fins de comparacdo dos resultados das simulacdes, foi adotada conversdo de
substrato (Xs) de 98%. Como parametros de desempenho, foram utilizados o tempo de processo

(tp) e a produtividade volumétrica em etanol (Pg), dada pela seguinte equacao:

_ (Cer = Cro (4.7)
Pr = 0

onde, Cko é concentracdo inicial de etanol (g L), a qual normalmente é igual a zero.
4.3. Procedimentos numéricos

O sistema de equagdes diferenciais ordindrias que descreve o processo de fermentagao
alcodlica em batelada alimentada (Egs. 4.1, 4.2, 4.3 e 4.4) foi resolvido utilizando o método de

Runke Kutta de 4* Ordem, cujo algoritmo foi implementado no software Scilab 6.1.1.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1.  Fermentacdo VHG controle

Para a simulacdo da fermentagdo conduzida a temperatura constante de 28°C, adotada
como controle, os resultados obtidos para a concentragdo de etanol final (Cgg), produtividade
volumétrica em etanol (Pg) e tempo de processo (tp) foram de 132,9 gL, 4,33 g L' h'! e 30,66
h, respectivamente. Os perfis das concentracdes de células (Cx), substrato (Cs), etanol (Cg) e

temperatura (T) em fun¢do do tempo sdo apresentados na Figura 5.1.

Figura 5.1 — Perfis das concentracdes de células (Cx), substrato (Cs), etanol (Cg) e temperatura
(T) ao longo do tempo obtidos na simulacdo da fermentacdo alcodlica VHG conduzida a

temperatura constante de 28 °C (controle).
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Fonte: Acervo pessoal do autor.

Como esperado, os resultados para Cgr, tp € Pg, bem como os perfis de concentracao
apresentados na Figura 5.1, estdo condizentes com resultados da literatura (RIVEIRA et al.,
2017; VELOSO et al., 2019; CRUZ, 2019). O elevado valor de concentragdo de etanol final no
caldo foi devido a elevada concentragdo de substrato no mosto em comparacado a fermentagoes
convencionais. O valor relativamente baixo para Pg (4,33 g L' h'!) foi consequéncia das baixas
velocidades metabdlicas provocadas pela reducdo da temperatura durante a conducdo da

fermentacdo que influencia negativamente aumentando o tempo de processo.
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5.2.  Fermentacdes conduzidas com degraus de temperatura

5.2.1. Um degrau de temperatura

A seguir, tem-se na Tabela 5.1 os resultados obtidos das simula¢des para o processo
VHG conduzido com aplicacdo de um degrau de temperatura, (34-28 °C), para os diferentes
valores de concentragdo de etanol para aplicacao de degrau (Cep). A Figura 5.2 apresenta os
perfis das concentragdes de células (Cx) substrato (Cs) e etanol (Cg) ao longo do tempo obtidos

das simulagdes.

Tabela 5.1 — Principais resultados obtidos nas simulagdes das fermentacdes VHG conduzidas

com aplica¢do de um degrau de temperatura (34-28 °C).

Simulacao T Cep tp P: Apg’
) °C) (% Cemax) (h) (gL'hh (%)
Controle 28 - 30,66 4,33 -

1 34 -28 85 30,25 4,39 1,49

2 34 -28 87 30,20 4,40 1,66

3 34 -28 89 30,10 4,41 1,99

4 34 -28 91 30,00 4,43 2,33

5 34 -28 93 29,90 4,44 2,68

6 34 -28 95 29,80 4,46 3,02

7 34 -28 97 29,65 4,48 3,54

8 34 -28 99 29,60 4,49 3,72

YAumento na produtividade em etanol em relacdo a condi¢do controle (%).



35

Figura 5.2 — Graficos dos perfis das concentracdes de células (Cx), substrato (Cs) e etanol (Cg)

ao longo do tempo, obtidos nas simulagdes das fermentagdes alcodlicas VHG conduzidas com

um degrau (34-28°C) para os diferentes valores de Cgp (85 a 99% de Cgmax).
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Quando se compara os resultados apresentados na Tabela 5.1 e Figura 5.2, constata-se
que a aplicagdo de um degrau de temperatura na conducdo do processo proporcionou sutil
melhoria no desempenho do mesmo. Obteve-se um valor maximo para produtividade
volumétrica em etanol de 4,49 g L' h'! para Cep de 99% do Cemax. Tal valor representa um
aumento na produtividade de apenas 3,72 % em comparacio a condicdo controle (4,33 g L' h-
1. Essa pequena melhora estd associada com a reducio no tempo de processo. Conforme pode-
se observar na Tabelas 5.1, o valor de tp para a condi¢cao controle foi 30,66 h, enquanto que

para a melhor condi¢@o de degrau, tp foi de 29,60 h, reduzindo tp em 1,06 h.

Os resultados apresentados na Figura 5.2 e na Tabela 5.1 mostram também que quando
se aplica um degrau de temperatura, o tempo de processo € reduzido a medida que Cep aumenta.
Tal comportamento pode ser melhor visualizado na Figura 5.3, que mostra a produtividade
volumétrica em etanol (Pg) em funcdo da concentracdo de etanol para aplicacdo de degrau
(Cep). Como pode ser observado, o melhor momento para aplicar o degrau de temperatura em
processos conduzidos com somente um degrau de temperatura (34-28 °C) € quando Cgp =
CEmix.0,99, pois € a condi¢do dentro da faixa avaliada para Cep (85-99%) que proporcionou a
maior produtividade volumétrica em etanol, devido a minimizacdo dos efeitos inibitorios

provocados pelo etanol.

Figura 5.3 — Valores de produtividade volumétrica em etanol (Pg) em funcdo da concentragdo
de etanol para aplicac@o de degrau (Cgp) para as simulagdes das fermentagdes alcodlicas VHG

conduzidas com um degrau (34-28°C).
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Fonte: Acervo pessoal do autor.
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5.2.2. Trés degraus de temperatura

Na Tabela 5.2, tem-se os resultados obtidos das simulagdes para o processo VHG
conduzido com aplicacdo de trés degraus de temperatura, (34-32, 32-30, 30-28 °C), para os
diferentes valores de concentragdo de etanol para aplicacdo de degrau (Cep). A Figura 5.4
apresenta os perfis das concentragdes de células (Cx) substrato (Cs) e etanol (Cg) ao longo do

tempo obtidos das simulagdes.

Tabela 5.2 — Principais resultados obtidos nas simula¢des das fermentacdes VHG conduzidas

com aplicagdo de trés degraus de temperatura (34-32, 32-30, 30-28 °C).

Simulagio T Cep tp Pg Apg
) °C) (% Cemix) (h) eL'hh) (%)

Controle 28 - 30,70 4,33 -
1 34-32, 32-30, 30-28 85 28,50 4,66 7,72
2 34-32, 32-30, 30-28 87 28,40 4,68 8,10
3 34-32, 32-30, 30-28 89 28,25 4,70 8,67
4 34-32, 32-30, 30-28 91 38,15 4,72 9,06
5 34-32, 32-30, 30-28 93 28,10 4,73 9,25
6 34-32, 32-30, 30-28 95 28,15 4,72 9,06
7 34-32, 32-30, 30-28 97 28,40 4,68 8,10
8 34-32, 32-30, 30-28 99 29,40 4,52 4,42
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Figura 5.4 — Graficos dos perfis das concentracdes de células (Cx), substrato (Cs) e etanol (Cg)

ao longo do tempo, obtidos nas simulagdes das fermentagdes alcodlicas VHG conduzidas com

trés degraus de temperatura (34-32, 32-30, 30-28 °C), considerando os diferentes valores de

Cep (85 a99% de CEméx).
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Os resultados da Tabela 5.2 e Figura 5.4 mostraram que a aplicacdo de trés degraus de
temperatura melhora consideravelmente o desempenho do processo. Variando o Cgp, foi obtido
um valor mé4ximo para produtividade volumétrica em etanol de 4,73 (g L' h'') para Cgp de 93%
do Cgmax. Este valor representa um aumento de 9,25 % na produtividade em etanol, em
comparagdo a condicdo controle. A justificativa para essa melhora esta associada a redu¢do no
tempo de condugio do processo. Com a aplicagdo de trés degraus, houve redu¢do do tempo de

processo em 2,56 (h).

A Figura 5.5 mostra a produtividade volumétrica em etanol (Pg) em fungdo da
concentragio de etanol para aplicagdo de degrau (Cgp). E notério que existe um valor de Crp
entre 85 € 99 % de Cemax que maximiza a produtividade em etanol (Cep = 93%). A justificativa
para esse comportamento € que antes de 93% de Cemax, a velocidade de crescimento diminui
por conta dos efeitos da temperatura no metabolismo da levedura (a velocidade é menor devido
a menor temperatura). No entanto, apos 93% de Cemax, a velocidade fica mais lenta por conta
de maiores efeitos da inibicao provocado pelo etanol, uma vez que a concentragdo de etanol

para realiza¢do do degrau se aproxima de Cgmax.

Figura 5.5 — Valores de produtividade volumétrica em etanol (Pg) em funcao da concentracao
de etanol para aplicac@o de degrau (Cgp) para as simulagdes das fermentagdes alcodlicas VHG

conduzidas com trés degraus (34-32, 32-30, 30-28 °C).
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5.3.  Fermentacdes conduzidas com rampas de temperatura

Nesta etapa, rotinas de simulac@o foram implementadas de modo a reduzir a temperatura
do processo fermentativo em rampas, ou seja, gradualmente como uma func¢io da concentragcao
de etanol (Cgr). Realizou-se oito simulagdes utilizando diferentes fun¢des do tipo T = a.Cer,
nas quais Cgr foi variado de (85 a 99% de Cgmax). Os principais resultados para cada condigdo
de rampa sdo apresentados na Tabela 5.3. A Figura 5.6 mostra os perfis das concentracdes de
células (Cx), substrato (Cs) e etanol (Cg) ao longo do tempo de processo, obtidos das

simulacoes.

Tabela 5.3 — Principais resultados obtidos nas simula¢gdes das fermentacdes VHG conduzidas

com rampas de temperatura.

Simulacdo T Cer tp Pe Apg
Q) (°C) (% CEmax) (h) (eL'hh) (%)

Controle 28 - - 4,33 -
1 279,00 Cpr#? 85 28,00 4,75 9,70
2 282,14 Cpr %2 87 27,92 4,76 9,93
3 285,26 Cpr %2 89 27,91 4,76 9,93
4 288,32 Cer 42 91 28,06 4,74 9,46
5 291,35 Cpr 42 93 28,53 4,66 7,62
6 294,35 Cpr 042 95 29,81 4,46 3,00
7 297,32 Crr 4% 97 33,59 3,96 -a
8 300,26 Cer **%? 99 46,34 2,88 -a

*Produtividade volumétrica menor que a do controle. "Cgr concentracdo de etanol para
aplicacdo da rampa de temperatura (varidvel independente da fungdo temperatura).
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Figura 5.6 — Graficos dos perfis das concentracdes de células (Cx), substrato (Cs) e etanol (Cg)
ao longo do tempo, obtidos nas simulagdes das fermentagdes alcodlicas VHG conduzidas com
rampas de temperatura considerando diferentes funcdes do tipo T = a.Cer®, com Cgr variando

de 85 a 99% de Cgmax.
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Os resultados obtidos para Pg (Tabela 5.3) mostraram que as rampas conduzidas com
menores concentracoes de Cer (85, 87 € 89 % de Cemax) proporcionaram os melhores resultados,
com valores de Pg de 4,75, 4,76 e 4,76 g L' nht, respectivamente. Observa-se ainda que a
aplicacdo de rampas com concentracdo de etanol a partir de 97% de Cgmax ndo proporcionou
melhoria alguma na produtividade em etanol, mas pelo contrario, Pg alcancou valores menores
que o do controle (3,96 e 2,98 g L' h'! para as simulagdes com 97 e 99% de Cemax,
respectivamente). A principal justificativa € o efeito inibitério do etanol, que € mais intenso
quando Cgr se aproxima de Cgmax. Os resultados de produtividade também podem ser
observados na Figura 5.7, em que é apresentado o perfil de P em funcdo da concentracdo de

etanol de aplicacdo das rampas (Cgr).

Figura 5.7 — Valores de produtividade volumétrica em etanol (Pg) em funcio da concentracio
de etanol referente a cada rampa (Cgr) para as simulagdes do processo fermentativo VHG
conduzido com rampas de temperatura considerando diferentes fun¢des T = a.CER™, com Cgr

variando de 85 a 99% de Cgmix.
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Fonte: Acervo pessoal do autor.

A Figura 5.8 mostra os perfis de produtividade volumétrica em etanol (Pg) em funcao
da varia¢@o percentual de Cemax para todas as condi¢oes de variagdo de temperatura avaliada no
presente trabalho, ou seja, com um e trés degraus, e com redugdo de temperatura em rampas. O
valor de produtividade para o processo convencional, conduzido a temperatura constante 28 °C

(controle), € apresentado pela linha tracejada em preto.
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Figura 5.8 — Perfis de produtividade volumétrica (Pg) em fun¢do da condi¢do de concentragdo
de etanol (Cep ou Cgr em % do Cemax) para as estratégias de reducdo de temperatura com um
degrau de (quadrados roxos), trés degraus (circulos verdes) e rampas (tridngulos vermelhos) e

controle (linha tracejada).
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Fonte: Acervo pessoal do autor.

Observando a Figura 5.8, é evidente que as estratégias de reducdo de temperatura
avaliadas no presente trabalho, tanto de forma gradual (rampas) quanto abrupta (degraus)
melhoraram consideravelmente a produtividade volumétrica em etanol (exceto as condicoes de
97 ¢ 99 % de Cemax para a estratégia em que utilizou-se rampa) sendo as fermentagdes
conduzidas com trés degraus de temperatura e com rampas de temperatura as melhores

condigdes.
5.4.  Fermentacdes conduzidas com diferentes tempos de enchimento

Nesta etapa do trabalho avaliou-se a influéncia do tempo de enchimento no desempenho
do processo. Para tal, foram selecionadas as melhores condi¢des de cada uma das estratégias de
reducdo de temperatura avaliadas, a saber (um degrau 99% do Cgmax, trés degraus 93% do Cgmax
e rampa de temperatura 89% do Cemix). As faixas de tempo de enchimento avaliada para cada
uma das estratégias foram de 7,20 a 15,00 (h) para um degrau, de 7,40 a 15 (h) para trés degraus
e de 7,40 a 15 (h) para as rampas. O menor tempo de enchimento avaliado para cada uma das
estratégias foi selecionado com base na inibicdo pelo substrato. Sabe-se que elevada
concentragdo de substrato no caldo aumenta a pressdo osmética externa, e impacta

negativamente o processo. Segundo Thatipamala et al. (1992), os efeitos inibitdrios do substrato
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comegam a ser manifestados em concentragdes superiores a 150 (g L™'). Assim, utilizou-se este
valor de concentracao para selecionar o menor tempo de enchimento possivel para se trabalhar
com cada estratégia de reducdo de temperatura, sem comprometer o processo devido a efeitos

inibitdrios pelo substrato.
5.4.1. Um degrau de temperatura

A Figura 5.9 mostra o perfil de produtividade volumétrica em etanol em funcio do
tempo de enchimento da dorna de fermentagao para aplicacao de um degrau como estratégia de
redugdo da temperatura com Cep = 99% do Cgmax (condi¢do de melhor desempenho para

estratégia de um degrau).

Figura 5.9 — Perfil de produtividade volumétrica em etanol em fun¢do do tempo de enchimento

da dorna de fermentagdo para a estratégia de reducdo de temperatura com um degrau com Cgp

= 99% dO CEméx.
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Fonte: Acervo pessoal do autor.

Observa-se na Figura 5.9 que a produtividade volumétrica aumentou com a reducao do
tempo de enchimento (tg) da dorna, mostrando que o melhor tg para um degrau de temperatura
com Cgp = 99% do Cgmax € de 7,20 (h), resultando em uma produtividade de 5,02 (g L'hh.
Tal estratégia reduziu o tempo de processo em 4,18 h em comparacio ao controle (t, = 30,66
h). A Figura 5.9 também mostra que para valores de tg > 14,60 h, a produtividade foi menor
que o resultado obtido no controle. A reducao da produtividade com o aumento do tempo de

enchimento estd relacionada com a inibicao provocada pelo produto, uma vez que o aumento
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de tg reduz F. e, consequentemente, favorece o aumento da concentragdo de etanol no caldo

durante a fermentagao.

5.4.2. Trés degraus de temperatura

A Figura 5.10 mostra o perfil de produtividade volumétrica em etanol em fun¢do do
tempo de enchimento da dorna de fermentagcdo aplicando trés degraus como estratégia de
reducdo da temperatura com Cgp = 93% do Cgmax. (condi¢do de melhor desempenho para a

estratégia de trés degrau).

Figura 5.10 — Perfil da produtividade volumétrica em etanol em fun¢do do tempo de
enchimento da dorna de fermentacdo para a estratégia de reducdo de temperatura com trés

degraus com Cgp = 93% do Cgmix.

53
52
5.1

~ 50 -

=49 -

48

4,7

4,6

4,5

44

43 A

4’2 NS S N N T S S S

6,5 7.5 8,5 9.5 10,5 11,5 12,5 13,5 14,5 15,5
Tempo de enchimento da dorna (h)

Produtividade (g L

Fonte: Acervo pessoal do autor.

Os dados apresentados na Figura 5.10 mostram que a variacdo do tempo de enchimento
num intervalo de 7,40 a 15,00 (h) proporcionou valores maiores de Pg para todas as condicdes
avaliadas em comparagio a condi¢io controle (Pg = 4,33 g L'! h'!). Novamente, observou-se o
comportamento de redugdo de produtividade com aumento do tempo de enchimento,
possivelmente devido a inibi¢do provocada pelo etanol. Constatou-se que tg de 7,40 h foi a
condi¢do com melhor desempenho de produtividade volumétrica em etanol (PE=5,19 g L' h

1, condicdo que reduziu 5,05 h o tempo de processo em comparacdo a condi¢do controle.
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5.4.3. Rampa de temperatura

A Figura 5.11 mostra o perfil de produtividade volumétrica em etanol em fun¢do do
tempo de enchimento da dorna de fermentagdo aplicando rampa como estratégia de reducdo da
temperatura com Cgp = 89% do Cgmix (condi¢do de melhor desempenho para a estratégia de

rampa).

Figura 5.11 — Perfil da produtividade volumétrica em etanol em fungcdo do tempo de
enchimento da dorna de fermentacdo para a estratégia de reducdo de temperatura com rampa

com Cgr = 89% do Cgmix.
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Fonte: Acervo pessoal do autor.

Os resultados apresentados na Figura 5.11, mostram que no intervalo de tempo de
enchimento avaliado (7,40 a 15,00 h), todas as condicdes apresentaram valores maiores de
produtividade em comparagdo ao controle (Pg = 4,33 g L' h'!). Assim como nas outras
estratégias, apresentou reducdo de produtividade com o aumento de tg, provavelmente devido
a inibicdo provocada pelo etanol. Constatou-se que tg de 7,40 (h) proporcionou a maior
produtividade volumétrica em etanol (5,22 g L' h'!). Esta condi¢do reduziu 5,19 h o tempo de

processo em comparacdo ao controle.

Para melhor visualizagdo dos resultados, os perfis de produtividade volumétrica em
etanol em funcdo do tempo de enchimento da dorna, para as melhores condi¢cdes de cada uma

das estratégias de reducdo de temperatura avaliadas, sdo apresentados na Figura 5.12,
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evidenciando a melhoria das estratégias de fermentacio VHG propostas em comparacdo ao

controle

Figura 5.12 — Perfis de produtividade volumétrica em etanol em func¢do do tempo de

enchimento da dorna para as trés estratégias avaliadas: um degrau (quadrados roxos), trés

degraus de (circulos verdes), rampa de temperatura (tridngulos vermelhos). A produtividade da

fermentacdo controle (Pg = 4,33 g L' h'!) é representada pela linha tracejada. A linha continua
vertical vermelha indica o tempo de enchimento baseado na fermentagao controle (12,84 h).
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Fonte: Acervo pessoal do autor.

Na Figura 5.12, é possivel analisar o desempenho das estratégias de reducao de
temperatura (um degrau, trés degraus e rampas) para os varios valores de tg avaliados,
comparando-os com o tg de 12,84 h (linha continua vertical vermelha), valor baseado na
condi¢do controle e utilizado antes da etapa de avaliagdo do tempo de enchimento. De modo
geral, os perfis mostram que valores de tg maiores que 12,84 h, estendem o tempo de
fermentacao e reduzem Pg, enquanto valores de tg menores que 12,84 h reduzem o tempo de
processo e aumentam Pg. Este comportamento, provavelmente, estd associado a diluicdao do
etanol produzido. Quanto menor o tempo de enchimento, mais lentamente o etanol se acumula
no caldo, pois adiciona-se mosto de forma mais rdpida, diluindo o caldo fermentativo e,
consequentemente, menores sao os efeitos da inibi¢do provocados pelo etanol, resultando no
aumento de Pe. Em contrapartida, quando maior o tempo de enchimento, mais rapidamente o
etanol se acumula devido a adicdo mais lenta de mosto, resultando em efeitos mais

pronunciados da inibi¢do do etanol sobre a levedura.
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Os resultados de desempenho, em termos de produtividade em etanol (Pg) e aumento de
produtividade (Apg), para os melhores tempos de enchimento obtidos para cada uma das

estratégias avaliadas sao sintetizados na Tabela 5.8.

Tabela 5.8 — Melhores resultados obtidos para as simulagdes com variagdo do tempo de

enchimento.
. tp tg Pe ApE
Estratégia 1

(h) (h) (gL"h7) (%)

Controle 30,66 12,84 4,33 -)
Um degrau 26,48 7,20 5,02 15,94
Trés degraus 25,61 7,40 5,19 19,86
Rampa 25,47 7,40 5,22 20,55

Os resultados apresentados na Tabela 5.8 para Pg ressaltam que a reducdo da
temperatura combinada com a reducdo do tempo de enchimento da dorna melhora
significativamente a desempenho da fermentagdo alcodlica VHG. Conforme pode ser
observado, para as estratégias com um, trés degraus e rampas de temperatura pode-se aumentar

Pe em 15,94, 19,86 e 20,55%, respectivamente.
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6. CONCLUSAO

A estratégias de reducdo da temperatura na fermentacdo alcodlica tanto de forma
gradual (rampas), quanto abrupta (degraus) melhoram consideravelmente o desempenho do
processo em termos da produtividade volumétrica em etanol e tempo de processo. Identificou-
se que os melhores momentos para iniciar a redu¢do da temperatura nas estratégias avaliadas,
com base na concentragdo de etanol no caldo fermentativo, foram: para um degrau, Cep = 99
% do Cgmax, para trés degraus, Cgp = 93% do Cgmax € para rampas, Cer = 89% do Cgmax. Na
etapa de avaliacdo do tempo de enchimento (tg), constatou-se que os valores que maximizaram
a produtividade em etanol foram tg = 7,20 h para um degrau de temperatura e tg = 7,40 h para
trés degraus e rampa de temperatura, estratégias estas que proporcionaram redu¢do no tempo
de processo de 4,18, 5,05 e 5,19 horas e aumento na produtividade de 15,94, 19,86, 20,55%,
respectivamente, com relacdo a fermentacio VHG controle (conduzida a temperatura constante
de 28 °C). A reducdo do tempo de processo em industrias sucroalcooleiras pode trazer
beneficios relevantes. Tempos menores resultam em maior efici€éncia operacional, com
economia de energia durante a fermentagcdo e menores custos de manutengdo de equipamentos.
Portanto, esses resultados mostram que essas estratégias sdo alternativas promissoras para
viabilizar fermentacdes VHG, com capacidade de reduzir o consumo de dgua de resfriamento
e de vapor utilizado para recuperacio do bioetanol nas industrias, contribuindo para a redugdo
de custos globais e aumento de receitas das industrias, bem como para um processo ainda mais

sustentavel.
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ANEXO A: DESENVOLVIMENTO DO MODELO MATEMATICO PARA A
FERMENTACAO ALCOOLICA EM BATELADA ALIMENTADA

As seguintes hip6teses foram adotadas para a modelagem matemaética do processo:

@D Naio ha morte celular;

(II)  Nao hé degradacao de produto;

(II)  Manutencdo celular desprezivel;

(IV)  Formagao de produto associado ao crescimento;
(V)  Inibi¢cdo mista (substrato e produto);

(VI) Biorreator homogéneo;

(VII) Densidade constate;

(VIII) Nao ha perca de massa durante a fermentacao.

Balanco de massa total

Partindo-se da equacdo geral do balanco de massa (Eq. 1) e considerando que ndo ha

saida, geracdo e consumo de massa total, tem-se a Eq. 1.

[Actimulo] = [entra] — [sai] + [gerado] — [consumo] ()
dm _ 2
ac —Fep @

onde, m é a massa (g), t é o tempo (h), Fe é a vazio volumétrica de alimentagio (L h!)

e p é a densidade (g L),

Sabe-se que, por defini¢do, a massa € dada pela seguinte expressao:

m=p.V 3)
onde, V € o volume da fase liquida (L).

Substituindo a Eq. (3) na Eq. (2), tem-se:

d(pV) _ 4
dt =Fe.p )
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Considerando a densidade constante (hipotese VII) e simplificando a Eq. 4, tem-se a

equagao resultante do balango de massa total:

av _ 5
ac = Fe ©)

Balanco de massa para células (X)

Partindo-se da equacdo geral do balanco de massa (Eq. 1) e considerando que ndo ha

entrada, saida e morte de células (hipétese I), tem-se a Eq. 6.

dmyx _ .V (6)

onde, mx é massa de células (g) e rx é a velocidade de crescimento celular (g L' h!).

Por defini¢c@o, a massa de células é dada por:

mx = V.Cx (7N
onde, Cx € a concentragdo de células (g L.

Substituindo a Eq. (7) na Eq. (6) e aplicando a regra do produto, tem-se:

%ZTX.V =4 Cxi_\t/‘kV&:er (8)

Substituindo a Eq. (5) na Eq. (8), tem-se:

ac _ .~ Fe 9
dt_rXCX'V ©)

Por definicao, a velocidade de crescimento celular é dada por:

rx =K. Cx (10)

onde, u é velocidade especifica de crescimento celular (h™!).
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Assim sendo, a equacdo resultante do balanco de massa para células pode ser escrita

COomo:

dCx

_Fe 11
dt—CX.(IJ_ V) .

Balanco de massa para o substrato (S)

Partindo-se da equacdo geral do balanco de massa (Eq. 1) e considerando que nio hd

saida de substrato, tem-se a Eq. 12.

% = Csm.Fe —15.V (12)

onde, ms é a massa de substrato (g), Csm é concentracio de substrato no mosto (g.L ) ers é a

velocidade de consumo de substrato (g L'hh.

Por defini¢cdo, a massa de substrato € dada por:

ms= V.Cs (13)
onde, Cs é a concentracdo de substrato (g L.

Substituindo a Eq. (13) na Eq. (12) e aplicando a regra do produto, tem-se:

d(V.Cs)
dt

dcs

_ B 14
2= CsmFe—1sV (14)

= CowFe—15V = Cs. 5 +V.

Substituindo a Eq. (5) na Eq. (14), tem-se:

dCs _ Fe ) — 15
dt_V'(CSM Cs) —r15 (15)

A velocidade de consumo de substrato pode ser descrita conforme a seguinte equagao:

rs= —— Cx (16)
Yx/s

onde Yxs é coeficiente de rendimento em células vidveis (gx gs™).

Substituindo a eq. (16) na eq. (15), tem-se a equacdo resultante do balanco de massa

para substrato:
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dCs _ Fe Q) — M 17
dt _V’(CSM Cs) Yx/sCX 17

Balanco de massa para o produto etanol (E)

Partindo-se da equacdo geral do balanco de massa (Eq. 1) e considerando que ndo ha

saida e degradagdo de produto (hip6tese II), tem-se a Eq. 18.

dmg _ 18
dt —I‘E.V ( )

onde, mg é a massa de etanol (g) e rg é a velocidade instantinea de formacdo de etanol (g L' h-

1)‘

Por defini¢@o, a massa de etanol € dada por:

mg= V.Cg (19)
onde, Ck é a concentracio de etanol (g L.

Substituindo a eq. (20) na eq. (19), e aplicando a regra do produto, tem-se:

d(V.Cg) _ dav dCe _ 20
—ar =1e.V = C(C;. dt+v' It =1g.V (20)

Substituindo a eq. (5) na eq. (21), tem-se:

dCg _ _Fe (21)
T V.CE+rE

Para produtos associados ao crescimento, a velocidade de formacao de produto pode ser

descrita conforme a seguinte equacao:

Ig= i— p. Cx (22)

onde Ygss é coeficiente de rendimento em etanol (gg gs™').

Substituindo a Eq. (22) na Eq. (21), tem-se a equagdo resultante do balan¢o de massa

para etanol:
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dCg _ YE/s _ Fe (23)
e _YX/S .. Cx v .Cg
Assim sendo, tem-se o sistema de equacdes diferenciais ordindrias (EDO) de primeira
ordem, formado pelas Equagdes 5, 11, 17 e 23, que descreve o processo fermentativo alcodlico

em batelada alimentada.



