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FATORES OPERACIONAIS E CINETICA DO PROCESSO FERMENTATIVO PARA
OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE ETANOL EM ESCALA INDUSTRIAL

RESUMO - Este trabalho, realizado em escala plena de uma planta industrial de
fermentagdo, com biorreatores operados em batelada alimentada, teve como
objetivo verificar como os fatores operacionais tempo de alimentacédo, temperatura e
concentracdo de levedo influenciam a velocidade de conversdo dos aclUcares em
etanol. Comparou-se também rendimento e produtividade dos ensaios realizados,
além de verificar a interacdo entre a producdo de etanol e glicerol na cinética
fermentativa e como esses fatores podem ser otimizados de forma a aumentar a
producéo de etanol com reducédo de perdas de carbono na formacdo de outros
produtos. E por fim, buscou-se um modelo cinético que se ajustasse
satisfatoriamente aos dados experimentais obtidos. Para os ensaios utilizou-se o
levedo que estava no processo industrial e 0 mosto do processo, proveniente de
uma mistura de caldo e mel residual da producdo de acucar. O delineamento
experimental seguiu um planejamento fatorial 23, totalizando oito ensaios, mais trés
repeticdbes do ponto central. Os parametros avaliados foram: concentracdo de
substratos, etanol, glicerol e células. Para avaliagdo cinética utilizou-se um modelo
do tipo nédo estruturado considerando apenas uma fonte de substrato (ART) e um
modelo considerando duas fontes de substratos (glicose e frutose). Os resultados
obtidos indicaram que a producdo de glicerol esta relacionada linearmente com a
producéo de etanol e essas duas rotas estéo vinculadas a regeneracao de NAD pela
levedura e que essa correlacdo sofre interferéncia de condicbes de processo. O
tempo de alimentacdo teve efeito significativo e foi inversamente proporcional a
relacdo de producédo entre glicerol e etanol. Os dois modelos cinéticos utilizados
foram bem flexiveis, ajustando-se bem aos pontos experimentais e 0 modelo para
dois substratos apresentou menores desvios entre os dados e as curvas de ajuste,
ressaltando o consumo diferenciado entre a glicose e a frutose.

Palavras-chave: batelada alimentada, glicerol, modelos matematicos, rendimento
da fermentacéo alcoodlica, Saccharomyces cerevisiae
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OPERATIONAL FACTORS AND KINETICS OF THE FERMENTATION PROCESS
FOR OPTIMIZATION OF ETHANOL PRODUCTION ON AN INDUSTRIAL SCALE

ABSTRACT - The present work, which was carried out in a full scale plant for
industrial fermentation with bioreactors operated as fed-batch, had the objective to
verify how the operational factors such as feeding time, temperature and yeast
concentration may influence the sugar conversion velocity into ethanol. Also
compared the yield and productivity of the essays, the interaction of between ethanol
and glycerol in the fermentative kinetics and hoe these factors could be optimized in
order to increase the ethanol production with low losses of carbon as by other
products. Additionally, a kinetic model that best fitted in the obtained data was
proposed. For the essays it was used an east already in used at the industrial
process and its must, which came from an mixture of juice and residual molasse from
sugar process phase. The experimental design followed and factorial planning 23
resulting in eight essays plus three repetition of the central point. The studied
parameters were: substrate concentrations, ethanol, glycerol and cells. A non
structured model was used for kinetic evaluation considering just one substrate
source (ART) and another one considering two substrate sources (glucose and
fructose). The results indicated that the glycerol production was linearly related to the
ethanol production and these two routes are linked to the regeneration of NAD by
yeast and this relation may be influenced by process conditions. The feeding time
had significant effect and conversely proportional to the glycerol and ethanol
production relation. The two kinetic models used were very flexible, adjusting well to
the experimental points and the model for two substrates smallest deviations
between the data and the curves adjustment, emphasizing the consumption
differential between glucose and fructose.

Keywords: fed-batch, glycerol, mathematical models, yield of alcoholic fermentation,
Saccharomyces cerevisiae
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1. INTRODUCAO

Os derivados de petréleo, que constituem a maior parcela da base energética
mundial, sdo fontes ndo renovaveis de energia, com reservas limitadas e
localizadas, predominantemente, em regides de conflitos politico territoriais, fatores
qgue resultam em irregularidades de preco, fornecimento e distribuicdo, além de
serem fontes energéticas responsaveis por uma elevada liberacdo a atmosfera de
gases causadores do efeito estufa, fenbmeno que resulta no aumento do
aquecimento global e em diversas alteracfes climaticas. Com tantas adversidades,
desenvolve-se um mercado cada vez mais crescente a combustiveis derivados de
biomassa, para uso em motores de combustao interna, capazes de substituir, parcial
ou totalmente, os combustiveis de origem fossil (GNANSOUNOU; DAURIAT, 2005;
SUHAIMI et al., 2012; WYMAN, 2007).

O etanol € um exemplo de combustivel renovavel, cujo uso é consagrado no
Brasil. De acordo com os dados da Companhia Nacional de Abastecimento — Conab
(2013), o setor sucroalcooleiro no Brasil ocupou 8,485 milhdes de hectares em area
de cana-de-acucar plantada na safra 2012/2013. O total de cana moida na safra
2012/13 foi de 588,91 milhGes de toneladas e 51% dessa moagem foi destinada
para a producédo de etanol, o que representou a producao de 23,64 bilhdes de litros.

Grande parte dos processos fermentativos industriais é conduzida em
batelada alimentada, ja que este € o0 modo de operacdo mais efetivo para se lidar
com problemas como inibicdo pelo substrato e represséao catabolica.

A reacéao global da glicélise demonstra que 1 mol de glicose (180g) produz 2
moles de etanol (92g), 2 moles de diéxido de carbono (88g) e 57 Kcal de energia.
Assim, o rendimento tedrico (Yps) para a producdo de etanol € de 0,511 g/g. Na
préatica, este valor ndo é observado devido a utilizacdo de parte da glicose para a
producéo de glicerol, alcodis superiores e acidos, substancias necessarias para a
sintese de material celular e manutencdo da levedura, sendo o glicerol o mais
importante do ponto de vista quantitativo.

Assim, a habilidade de se controlar estes processos é de extrema

importancia, no sentido de se obter menores perdas por formacdo de subprodutos,
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produtividades mais altas, melhora na uniformidade dos produtos e redugéo dos
custos operacionais.

Objetivou-se com o presente trabalho avaliar como as variaveis de processo
(temperatura de fermentacdo, concentracdo de inoculo e tempo de alimentacao)
influenciam na velocidade de conversao dos aclcares em etanol, comparando-se
rendimento e produtividade dos ensaios realizados. Aliado a estes estudos,
observou-se a cinética de formacdo de coprodutos vinculados a regeneracdo do
NAD (sendo o glicerol o mais relevante) em funcdo das varidveis testadas e
verificou-se a interacdo entre a producao de etanol e glicerol. E por fim, buscou-se
um modelo cinético que se ajustasse satisfatoriamente aos dados experimentais
obtidos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Etanol e o setor sucroenergético

O etanol é um composto organico utilizado no Brasil como combustivel
automotivo, obtido através da fermentacdo do caldo da cana-de-acUcar por
microrganismos denominados Saccharomyces cerevisiae.

Segundo Cardoso (2006), o etanol € utilizado no Brasil como combustivel

automotivo em duas versoes:

Etanol Hidratado: em carros a alcool ou FlexFuel, possui 7% em massa
/massa (m/m), de agua.

Etanol Anidro: Adicionado a gasolina na proporcédo de até 20% em massa /
massa (m/m), possui no maximo 0,7% em m/m de agua.

O etanol vem ganhando destaque nas ultimas décadas devido a busca por
biocombustiveis alternativos para atender a demanda da industria automotiva com
menos reflexos ao meio ambiente e a um custo competitivo.

Conforme descrito por Santos (2010), a premissa central que classifica
agroenergia como uma fonte energética limpa € que o carbono emitido pela queima
ou pelo gasto dos biocombustiveis € rapidamente reciclado por meio de sua fixacao
pelo ciclo de crescimento das plantas produtoras (pelo processo de fotossintese). Os
combustiveis fésseis ndo apresentam esta reciclagem, constituindo-se somente
como uma fonte de emisséo de carbono.

Reforcando a questdo ambiental, esta a meta de reducao de emissdo de CO,
(Dioxido de Carbono) assumida pelo governo brasileiro. Meta esta, que é de 36,1%
até 2.020, de acordo com a PNMC (Politica Nacional sobre Mudanca Climéatica),
instituida pela Lei 12187 de 29 de dezembro de 2.009. Estima-se que 1/4 da meta
somente poderd ser alcancada pelo uso do etanol, em detrimento a combustiveis
fésseis (PINTO, 2010).

Prova de que ha mercado crescente para o etanol no Brasil é a constatacao
de venda de veiculos flex. A evolucdo da participacdo desses veiculos na

composicao da frota brasileira pode ser observada na Figura 1, a seguir, onde esta
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demonstrada a relagé@o percentual de veiculos flexfuel vendidos, em relacédo ao total
dos veiculos leves comercializados (que também apresentou aumento), ao longo
dos 10 anos seguintes ao seu lancamento no mercado brasileiro, ocorrido em 2.003,
de acordo com levantamento da ANFAVEA (2013) — Associacdo Nacional dos
Fabricantes de Veiculos Automotores.
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Entre 2012 e 2011, a frota nacional aumentou Entre 2012 e 2011, a frota nacional aumentou
8% e a frota de veiculos flex cresceu 20% 6% e a frota de motocicletas flex cresceu 52%

Figura 1 - Evolucéo da frota total e das vendas de veiculos leves flexiveis (unidades)
(ANFAVEA, 2013).

Além de perspectivas positivas quanto ao aumento da producdo de etanol
para o consumo interno, o mercado externo também prevé um aumento de consumo
de combustiveis renovaveis, sendo uma parcela representativa oriunda de etanol de

cana-de-acucar, conforme ilustra a Figura 2 (UNICA, 2010).
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Figura 2 — Metas de consumo de biocombustiveis nos EUA (UNICA, 2010).

A cana-de-acgUcar pode nao ser a Unica fonte para a producéo de etanol, mas
€, sem duvida, a que estabelece a melhor relacdo custo-beneficio e o melhor
rendimento energético (SANTOS, 2010). De acordo com os estudos publicados pela
International Energy Agency — IEA, em 2005, disponivel no site da UNICA (2010), a
cana-de-acucar rende até 7 mil litros de etanol por hectare plantado, quantidade
significativamente superior aos 4 mil litros por hectare obtidos com o milho, por

exemplo (Figura 3):

PRODUCAO DE ETANOL POR UNIDADE DE AREA

Mil litros por hectare

O = N W & 0 0 N @

Cana Beterraba Cana Milho Mandioca Trigo
(Brasil) (UE) (india) (EUA) (Tailandia) (UE)

Fonte: IEA — Intematicnal Energy Agency (2005). MTEC e UNICA.
L Eistoracac: urica e

Figura 3 — Producao de etanol por unidade de area (UNICA, 2010).




23

Assim, no cenario brasileiro, o cultivo da cana-de-acucar, além de manter a
producdo de acUcar (produto do qual o Brasil é o maior fornecedor mundial), viabiliza
o etanol como uma opcdo de combustivel renovavel, ambientalmente melhor e
financeiramente viavel e competitivo, garantindo boas perspectivas ao setor

sucroalcooleiro brasileiro.

2.2. Processos fermentativos

Devido a importancia biotecnoldgica da levedura S. cerevisiae, na producao
de alimentos e bebidas alcodlicas em todo o mundo e na producao de combustiveis
renovaveis no Brasil, este microrganismo tornou-se o mais estudado e, portanto, seu
metabolismo é o mais conhecido, sendo 0 microrganismo mais amplamente utilizado
no processo de fermentacao alcodlica. (SHULLER; KARGIL, 2002).

Os processos fermentativos podem ser classificados de acordo com a
maneira atraveés da qual o substrato é adicionado e o produto retirado. Existem trés
tipos basicos de processos fermentativos para a obtencdo de etanol: batelada,
continuo e batelada alimentada (Melle-Boinot) (FERREIRA, 2005).

2.2.1. Fermentacdo em batelada

No que se refere a manutencdo e assepsia, 0 processo descontinuo é
considerado o mais seguro, pois, ao final de cada batelada, o reator deve ser
esterilizado juntamente com um novo meio de cultura, recebendo um novo inoculo
gue deve ser submetido a todos 0s controles necessarios para assegurar a presencga
Gnica do microrganismo responsavel pelo processo (SCHIMIDELL; FACCIOTTI,
2001). A fermentacdo em batelada leva a baixos rendimentos e produtividades
guando o substrato adicionado de uma soO vez, no inicio da fermentacédo, exerce
efeitos de inibicdo, repressao, ou desvia o metabolismo celular a produtos que néo
interessam (CARVALHO et al., 1975).

Segundo Maiorella, Blanch e Wilke (1981), o processo descontinuo é lento,
uma vez que o reator deve ser limpo e preparado, e 0 mosto e o inoculo devem ser

carregados ao sistema.
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Assim, a baixa eficiéncia dos processos em batelada estimula o surgimento
de formas alternativas (SCHIMIDELL; FACCIOTTI, 2001).

2.2.2. Fermentacdo continua

O processo continuo caracteriza-se por ser um sistema que pode operar por
longos periodos de tempo em estado estacionario. A manutengcdo de volume
constante no reator significa a necessidade de se contar com vazdes idénticas de
alimentacao e de retirada do meio (FACCIOTTI, 2001).

A fermentacdo continua € um processo que requer maior conhecimento do
comportamento do microrganismo no meio em que ele atua. Os fatores operacionais
(pH, temperatura, concentracdo de substrato, etanol e biomassa entre outros)
influenciam na produtividade do sistema exigindo maior controle do processo
(ATALA et al., 2000). A maior desvantagem € que as fermentacfes continuas séo
mais suscetiveis a contaminagdo bacteriana por longos prazos de exposicao
(CYSEWSKI; WILKIE, 1978).

2.2.3. Fermentacédo em batelada alimentada

O processo batelada alimentada € conhecido desde 1900 sendo utilizado para
regulacdo do crescimento de S.cerevisae (CARVALHO et al., 1975). Também
conhecido por "cultura por processo descontinuo alimentado”, para se referirem a
uma fermentacdo descontinua continuamente alimentada por acucares. Segundo
Lessmann (1993) o processo batelada-alimentada pode ser observado como um
processo fermentativo no qual um ou mais nutrientes sdo fornecidos gradualmente
ao biorreator durante o cultivo e no qual os produtos permanecem no mesmo até o
final do processo. Esse processo € utilizado quando se procura diminuir o efeito
inibitério causado pelo excesso de substrato podendo ser controlado pela vazao.

Os processos em batelada alimentada séo eficientes e versateis na grande
maioria dos processos fermentativos. Em tais processos, especialmente naqueles
com altas densidades celulares, a produtividade é alta devido ao grande niumero de
células viaveis no meio de fermentacdo (COSTA, LIMA; ALVES, 1996). A batelada
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alimentada permite o controle da concentracdo de agucar minimizando os efeitos de
inibicdo pelo substrato e permitindo a sua adicdo em momentos propicios durante a
fermentacdo (McNEIL; HARVEY, 1990).

A maioria das destilarias do Brasil utiliza o processo de fermentacao Melle-
Boinot. O processo se baseia na alimentagdo continua e crescente do substrato a
dorna (sem purga até o volume méximo) e na reciclagem do fermento. O fermento é
multiplicado utilizando mosto, enchem-se as domas, que depois de fermentadas séo
centrifugadas. ApOs ser separada do vinho, a massa celular é submetida a um
tratamento adequado e encaminhada para a doma como inoculo de um novo ciclo. A
vazéo de alimentacdo pode ser constante ou variar com o tempo (KELLER; DUNN,
1978).

Almeida (1960) descreve as seguintes vantagens do processo Melle-Boinot:

- economia de acuUcar devido a menor reproducdo celular elevando o
rendimento em etanol;

- eliminacdo de contaminantes pela centrifugacdo do vinho (separacdo de
células de levedura);

- fermentacdo mais pura devido ao tratamento de leite de levedura
(tratamento acido);

- eliminacdo da necessidade de cultura pura no preparo do pé-de-cuba,
pratica exigida no processo classico, diminuindo, portanto a complexidade das

operacgOes da planta.

2.3. Fatores interferentes da fermentacédo alcodlica

Segundo Amorim, Basso e Alves (1996), a levedura como entidade viva
independente realiza a fermentacdo do acucar com o objetivo de conseguir a
energia quimica necessaria a sua sobrevivéncia, sendo o etanol apenas e tao
somente um subproduto desse processo. Se 0 homem pretende beneficiar-se dessa
habilidade metabdlica, ele deve buscar os conhecimentos que Ihe permitam propiciar
as leveduras, condi¢cdes ideais para que as mesmas trabalhem a seu favor, isto é,

com maior eficiéncia na producao de etanol.



26

As leveduras S. cerevisiae sdo microrganismos de alta eficiéncia fermentativa.
Este fato tem permitido a selecdo de cepas industriais com caracteristicas adquiridas
gue as tornam produtores de etanol mais tolerantes aos produtos da fermentacéo.
Estudos relacionados com a melhoria das caracteristicas da levedura ou com o
processo de producédo de etanol tém sido apresentados na literatura com o objetivo
de aumentar o rendimento e a produtividade dos processos fermentativos (AMORIM,
2005).

Diversos fatores fisicos, quimicos e microbiolégicos afetam o rendimento da
fermentacdo e a eficiéncia da conversdo de acucar em etanol (LIMA; BASSO;
AMORIM, 2001). Entre os principais fatores que podem vir a afetar na producao de
etanol destacam-se: temperatura, tempo de alimentacdo do substrato, concentracéo

de inoculo, pH, contaminacgao bacteriana, nutrientes, e inibidores.

2.3.1. Temperatura

O controle da temperatura € um fator de grande importancia durante o
processo de fermentacdo, pois a levedura trabalha bem entre temperaturas de 25°C
e 30°C. Valores de temperatura acima destes citados podem gerar enfraquecimento
da levedura, criar boas condi¢cOes para 0 aparecimento de outros microrganismos e
ocasionar maiores perdas de alcool por evaporacédo, ja temperaturas inferiores a
25°C diminuem a atividade da levedura (CARDOSO, 2006).

Segundo Lima, Basso e Amorim (2001), as temperaturas Otimas para a
producéo industrial de etanol situam-se na faixa de 26 a 35°C, mas nao raramente, a
temperatura nas destilarias alcanca 38°C. A medida que a temperatura aumenta,
aumenta a velocidade da fermentacdo, mas favorece a contaminacéo bacteriana, ao
mesmo tempo em que a levedura fica mais sensivel a toxidez do etanol.

As linhagens industriais de S. cerevisiae sdo normalmente resistentes a altas
temperaturas (MONACO, 2007), mas este fator interfere na viabilidade celular
guando em sinergia com a presenca de etanol ou meio com baixo pH (SILVA-FILHO
et al., 2005).
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2.3.2. Tempo de alimentagao

O tempo de alimentacdo, que determina a velocidade de alimentacédo do
biorreator, para processos em regime de batelada ou batelada alimentada, influencia
diretamente no rendimento de fermentagdo, conforme ilustrado na Figura 4. Para
velocidades altas, ha intensa producdo de &cido succinico e glicerol, devido ao
estresse dos microrganismos ocasionando perda em rendimento de etanol
(MARTINEZ, 2007).

92%

REND. FERMENTACAO

91% -

90% -

890/D T T T
2 4 6 8
ALIMENTAGCAO (HORAS)
Figura 4 — Rendimento fermentativo versus alimentacéo do biorreator (MARTINEZ,

2007).

Tempos de enchimento muito pequenos implicam em vazdes muito elevadas,
gue podem provocar transbordamentos do meio em fermentacéo devido a formacéao
excessiva de espuma, com perdas para O processo, ou mesmo inibicdo do
metabolismo das leveduras pelo acumulo de substrato no meio em fermentacao.
Além dessas perdas, o tempo de fermentacdo pode aumentar, e por isso, diminuir a
produtividade (VASCONCELOS; VALDMAN, 1988).

A alimentacdo deve ser continua e de maneira dosada, pois assim ocorre
uma reducéo do tempo de fermentacdo, menor formacao de espuma, menor arraste
de etanol e uma fermentacdo mais uniforme (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001).
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2.3.3. Concentragéao de inoculo

A concentracdo de inoculo deve ser adequada a concentracdo de acUcares
do mosto, para que ndo haja falta de células para consumir o substrato oferecido,
elevando muito a concentracao de acucares no meio.

Altas concentracdes de acUcares promovem elevados teores alcodlicos,
podendo comprometer a viabilidade das células ou ainda resultar em fermentacdes
lentas e incompletas, com formacao de subprodutos. Como consequéncia, se tem
menores rendimentos alcodlicos e baixa viabilidade celular da levedura, favorecendo
o desenvolvimento de contaminantes (ANGELIS, 1992). Desta forma, no preparo do
mosto, a concentracdo de acucar total deve ser compativel com a natureza e
composicao da matéria-prima, com o tipo de levedura empregada e com 0 processo
de conducéao da fermentacdo (STUPIELLO; HORII, 1981).

2.4. Bioguimica da fermentagéo alcodlica

A fermentacdo alcodlica € a acdo de leveduras sobre acucares
fermentesciveis contidos em uma solucdo. E um processo biolégico no qual a
energia formada por reacdes de oxidacdo parcial pode ser utlizada para o
crescimento de leveduras e a oxidagao parcial anaerébia da hexose na producédo de
alcool e gas carbénico (LIMA; MARCONDES, 2002).

A transformacdo do aclUcar em etanol e CO, envolve 12 reacdes em
sequencia ordenada, cada qual catalisada por uma enzima especifica, conforme
apresentado na Figura 5. Tal aparato enzimatico encontra-se confinado no
citoplasma celular, sendo, portanto, nessa regido da célula que a fermentacéo
alcodlica se processa (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001).

Os carboidratos considerados substratos para a fermentacao tanto podem ser
endbégenos (constituintes da levedura, como o glicogénio e a trealose) como
exdgenos (sacarose, glicose, frutose e outros), estes ultimos fornecidos a levedura
(LIMA; BASSO; AMORIM, 2001).
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Figura 5 — Sequencia de reacfes enzimaticas pela fermentacdo alcodlica de

carboidratos enddgenos (glicogénio e trealose) ou exdgenos (sacarose e maltose),
conduzida por S. cerevisiae (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001).

Dois ciclos distintos definem o processo de transformacdo de acucares

sollveis em moléculas menores pela acdo da levedura. Um deles é a glicdlise, que

tem a funcéo de "quebrar" a molécula de glicose até acido piravico, através de uma

série de reacles catalisadas por enzimas que se situam na parede celular e no

interior da célula. Na auséncia de oxigénio ha uma tendéncia para a atuagédo das
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enzimas piruvato-descarboxilase e &lcool-desidrogenase, produzindo etanol e agua
a partir do &cido piravico. A equacéo de Gay-Lussac faz um balanco desta etapa. Na
presenca de oxigénio ha um deslocamento reacional de parte do acido pirtvico para
o Ciclo de Krebs, onde este sera oxidado a dioxido de carbono e agua.

O balanco global dos dois ciclos € resumido pelas equacdes (1) e (2):

CeH1206 + 2P; + 2ADP -> 2C,H50H + 2C0O, + 2ATP + 2H,0 + 57Kcal (1)

Equacéao de Gay-Lussac

CeH1206 + 60, > 6CO, + 6H,0O + 38ATP + 688Kcal (2)
Ciclo de Krebs

O objetivo principal da levedura, ao metabolizar anaerobicamente o aclcar é
gerar uma forma de energia (ATP, adenosina trifosfato) que sera empregada na
realizacdo de diversas funcbes fisiologicas (absorcédo, excrecdo e outras) e
biossinteses necessarias a manutencao da vida, crescimento e multiplicacao (LIMA;
BASSO; AMORIM, 2001).

De maneira simplificada pode-se descrever a formacdo de etanol por
Saccharomyces e outras leveduras da forma ilustrada na Figura 6. A formacéao de
etanol ocorre pela via Emden-Meyerhof-Parnas, ou via glicolitica. Nesta via, a
hexose (glicose) é oxidada a gliceraldeido-3-fosfato e a dihidroxicetona fosfato. O
gliceraldeido é convertido a piruvato que €, entdo, descarboxilado a acetaldeido. Na
reacdo subsequente, o acetaldeido € reduzido a etanol pela enzima alcool
desidrogenase pelo uso de NADH. As duas moléculas de NAD+ formadas sao
utilizadas na oxidac&do de outra molécula de glicose, mantendo-se assim, o equilibrio
redox na célula (MELO, 2006). A dihidroxicetona pode ser convertida a gliceraldeido-
3-fosfato, e posteriormente a etanol, ou, alternativamente, reduzida a glicerol
(MELO, 2006).
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Figura 6 — Metabolismo central da producdo de etanol e de glicerol a partir de
glicose (MELO, 2006).

2.5. Subprodutos da fermentacéao

Na sequencia das reacfes enzimaticas de producdo de ATP (trifosfato de
adenosina) — grupo de moléculas que armazenam energia para processos
biologicos, intrinsecas a producdo de etanol — aparecem rotas metabolicas
alternativas para formacdo de materiais necessarios a constituicdo da biomassa.
Sao eles: polissacarideos, lipideos, proteinas, acidos nucleicos e outros. Outros
compostos podem se formar, eventualmente, durante a fermentacédo, que reduzem a
producédo de etanol, tais como glicerol, acidos organicos (succinico, acético, piravico
e outros), alcoois superiores, acetaldeido, acetoina, butilenoglicol, além de outros
compostos de menor significado quantitativo. Simultaneamente, ocorre 0
crescimento das leveduras (formacgéo de biomassa). (AMORIM, 1977).

As hexoses sdo reagentes primarios no metabolismo da fermentacdo

alcodlica. Estequiometricamente, o rendimento do processo fermentativo € 0,511 g/g
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de hexose, porém, ocorrem, juntamente com a fermentacdo alcodlica, reactes
secundérias, resultando na reducao do rendimento tedérico. Quando se trabalha com
substratos complexos, em processos industriais, notadamente na presenca de
corpos estranhos ao meio (fibras, gomas, leveduras selvagens) observa-se a
geragdo de novos subprodutos e o rendimento industrial € reduzido para até 90%
(LIMA; MARCONDES, 2002; LIMA; BASSO; AMORIM, 2001).

Durante a fermentacdo alcodlica, além do etanol, também sédo produzidos
outros metabdlitos fermentativos e biomassa. Sua producdo sempre é pequena
guando comparada com a quantidade de acguUcares convertidos em etanol e gas
carbonico (BARRE et al., 2004).

2.5.1. Glicerol

O glicerol (1,2,3 propanotriol ou glicerina) foi descoberto por Scheele em 1779
durante o processo de saponificacdo de azeite de oliva. Pasteur também observou
sua formacdo como um subproduto da fermentacdo alcoodlica, sendo ele o
subproduto mais importante do ponto de vista quantitativo (ARRUDA, 2007).

A Figura 7 ilustra quantitativamente os produtos e subprodutos da

fermentacéao alcodlica.

Produtos e Subprodutos da fermentacéao alcodlica

Etanal 45-49%,
(Gas Carbdnico 43-47%
Glicerol 2-5%
Acido Succinico 0,5-1,5%
Acido Acético 0-1,4%
Acido Malico 0-0,3%
Biomassa 0.7-1,7%
Oleo Fusel 0,2-0,6%
Butileno Glical 0.2-0.6%

Figura 7 — Proporcao dos produtos formados na fermentacdo alcodlica (AMORIM;
BASSO; ALVES, 1996).
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O glicerol esta envolvido no metabolismo da levedura S. cerevisiae de
diferentes formas. Ele pode ser utilizado como Unica fonte de carbono sob condi¢bes
aerbbias e pode tratar-se, por outro lado, de um subproduto quando a glicose ou
outros acucares facilmente fermentesciveis sdo convertidos a etanol (NEVOIGT,;
STAHL, 1997).

Segundo Brumm e Hebeda (1988), o glicerol formado durante a fermentagéao
alcodlica corresponde de 0,08 a 0,15g por g de etanol. Oura (1977) relatou uma
producéo de 0,03 a 0,05g de glicerol por g de etanol.

Na biossintese do glicerol, varios fatores ambientais e de crescimento como a
linhagem da levedura selecionada, o nivel de inoculacédo, a concentracao de sulfito,
a temperatura, a concentracdo de acucar, 0 estresse osmoético, a fonte e a
concentracdo de nitrogénio, o pH, a aeracgdo, influenciam a sua producdo pela
levedura no processo fermentativo (BEROVIC et al., 2006).

De maneira geral, o acumulo de glicerol é uma necessidade para a
manutencdo de um balanco redox favoravel pela conversdo do excesso de NADH,
gue € gerado durante a formacdo da biomassa, a NAD+. Como a formacédo do
glicerol requer a reducdo da dihidroxicetona-fosfato a glicerol-3-fosfato (G-3-P) pela
dihidroxicetona-fosfato-redutase, ele acaba convertendo uma molécula de NADH,
gerada na oxidacdo do gliceraldeido-3-fosfato, a NAD+ (BEROVIC et al., 2006). A

Figura 8 ilustra a rota metabolica de formacao do glicerol.
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Glicose-6-fosfato e Frutose-6-fosfato

3 ATP
ADP

Frutose-1.6-difosfato

]

Dihidroxicetona fosfato

1- Fosfoglucose 1somerase

2- Fosfofrutoquinase 4 g NADH
3- Aldolase NAD"
4- Glicerol-3-fosfato desidrogenase Glicerol-3-fosfato ‘
3- a-glicerofosfatase
g Pi
Glicerol

Figura 8 — Rota metabdlica de formacao do glicerol (OLIVEIRA, 2006).

A funcdo do consumo de NADH na formacéo de glicerol é entendida como
sendo a manutencdo do balanco redox citosolico, compensando as reacdes
celulares que produzem NADH (NEVOIGT; STAHL, 1997). A producéo de glicerol a
partir da glicose é, portanto, um neutralizante redox natural do processo (BASSO,
2004). A Figura 9 ilustra o processo fermentativo que ocorre na célula da levedura, a

partir dos substratos glicose e frutose.
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:

Af
HA
NADH

GLICEROL

Figura 9 — Formacao de produtos da fermentacdo alcodlica (AMORIM; BASSO;
ALVES, 1996).

De acordo com Biocontal(a) (2013), a producéo de glicerol ndo traz nenhum
ganho energético para a célula de levedura, no entanto, permite a regeneracéo do
NAD+. Se somado este fato ao de que esta regeneracdo ocorre antes da oxidacao
do gliceraldeido-3-fosfato, onde ocorre o consumo do NAD+, fica claro que a célula
de levedura produz glicerol como forma alternativa de regeneracdo de NAD. Isso
mostra que a quantidade de NAD regenerado na producéo de etanol ndo é suficiente
para suprir as necessidades da levedura e assim, a producéo de glicerol torna-se
uma rota importante para manter o equilibrio metabdlico da levedura.

Segundo Carvalheiro, Roseiro e Girio (1999), o glicerol € um composto que
pode ser acumulado em concentracdes bastante elevadas nas células de levedura
sem efeito téxico ou inibitdrio, além de implicar em termoprotecéo de proteinas e de
toda a célula.

Erasmus, Van der Merwe e Van Vuuren (2003), no estudo da adaptacao
metabodlica da levedura S. cerevisilie em condicbes de estresse a altas

concentracfes de acucar, atribuem a sintese de glicerol a fungdo de “valvula de
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seguranga” que disponibiliza rapidamente carboidratos a levedura em condigdes
adversas, juntamente com a trealose e o glicogénio.

Ainda em relacdo a producédo de glicerol em situacfes de estresse, Nevoigt e
Stahl (1997) no estudo intitulado “Osmorregulagdo e metabolismo do glicerol em S.
cerevisiae” afirmaram que o acumulo de glicerol parece ndo ser necessariamente
responsavel pela sobrevivéncia ao estresse osmotico, mas € essencial na
restauracéo das atividades biologicas normais da célula durante a osmorregulacgéo.

Para a producdo de etanol nas destilarias, a formacdo de glicerol é
indesejavel, pois reduz a eficiéncia da fermentacdo (OURA, 1977; BRUMM;
HEBEDA, 1988).

Desse modo, poder-se-ia, mediante adequacdo do meio fermentativo e de
uma melhor conducéo da fermentacéo, minimizar a formacéao do glicerol associado
aos estresses (BASSO, 2004).

Em complemento, o conhecimento da cinética de formacgéo e os fatores que
interferem na quantidade produzida de glicerol se mostram relevantes para
determinar se € possivel otimizar o rendimento fermentativo controlando sua

producéo.

2.6. Cinética dos processos fermentativos

O estudo cinético de um processo de biotransformacédo é importante, pois,
permite a aquisicdo de conhecimento basico do processo. A cinética de
biotransformacéo esta relacionada com a velocidade de consumo de substrato e de
aparecimento de produto e no caso mais especifico de processos de fermentacéo
utilizando leveduras, também com a velocidade de crescimento celular e o efeito que
estas sofrem por influéncia das condicbes do meio em processo (ANDRIETTA,
2007).

2.6.1. Velocidade especifica de crescimento ()
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Este parametro é definido como sendo a taxa de crescimento microbiano
dividido pela concentragdo de massa contida no meio e pode ser representado
matematicamente pela equacao (3)

1dX 1
p=o =T (3)

Pela equagéo 3, observa-se que a taxa de crescimento microbiana pode ser
relacionada com a velocidade especifica de crescimento pela equacao (4)

Ty = uX (4)

Para relacionar a velocidade especifica de crescimento com as taxas de
consumo de substrato e de aparecimento de produto, as relacbes ndo sdo téo

simples e necessitam de parametros de rendimento de reacdo denominados Y.
2.6.2. Rendimento em massa celular (Yxs)

Este parametro relaciona a quantidade de massa celular produzida em base
seca com a quantidade de substrato consumido, sendo sua unidade dada por [g

massa seca / g ART]. Este parametro é definido matematicamente pela equacéo (5)

ax

dt r
Yy/s = —_ddE == (5)
dat

Rearranjando a equacéo (5), tem-se:

Ts = X (6)

Yx/s

Substituindo a equacéao (4) na equacéo (6), tem-se:

=2 (7

Yx/s
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A equacdo (7) relaciona a velocidade especifica de crescimento do

microrganismo (i) com a taxa de consumo de substrato.
2.6.3. Rendimento em produto (Yps)

Este parametro relaciona a massa de produto obtido com a massa de
substrato consumida, sendo sua unidade dada por [g etanol / g ART]. Este
parametro é definido matematicamente pela equacéo (8)

ap

Yp/s = % == (8)

N
Rearranjando a equacéo (8), tem-se:
mp = Ypssrs  (9)

Substituindo a equacéao (7) na equacao (9), tem-se:

Tp = ﬁMX (20)
Yx/s

A equacdo (10) relaciona a taxa de aparecimento de produto com a
velocidade de crescimento microbiano (). Esta equacao é valida em casos onde o
crescimento celular esta vinculado com o aparecimento do produto.

Os rendimentos em biomassa (Yxs) € em etanol (Ygs) variam de um autor
para outro. Lee, Pollard e Coulman (1983), assumem estes valores como sendo 0,06
e 0,375. Daugulis e Swaine (1987) assumem valores destes rendimentos como
sendo 0,08 e 0,425. Andrietta e Stupiello (1990) atribuem a estes, valores de 0,033 e
0,445.

2.7. Modelos cinéticos
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Os modelos cinéticos utilizados para descrever a atividade microbiana,
segundo Bailey e Ollis (1986), podem ser divididos em:

- N&o-estruturados e ndo-segregados, nos quais a célula de microrganismos €
considerada como soluto;

- Estruturados e ndo-segregados, onde as células sdo tratadas como
individuos de multiplos componentes, porém com composi¢cao média semelhante;

- Nao-estruturados e segregados, onde as células séo tratadas como seres
individuais distintos, porém descritos por um Unico componente; e

- Estruturados e segregados, onde as células de microrganismos sao
consideradas como individuos distintos e formados por multiplos componentes.

A complexidade da descri¢do cinética que € requerida e apropriada depende
das situacgdes fisicas e da aplicacdo pretendida. Nao € possivel a formulagcdo de um
modelo que inclua todas as caracteristicas e detalhes celulares. O modelo deve ser
formulado a partir de algumas aproximagdes (STREMEL, 2001).

O tipo de modelo mais encontrado na literatura para descrever a fermentacao
alcodlica € o tipo nao-estruturado e néo-segregado. Andrietta (1994) explica que
devido a esta complexidade, € pouco aconselhavel a utilizacdo de modelos que
consideram as células como individuos distintos constituidos de varios componentes
e que utilizando modelos mais simples, a imprecisdo que possa ocorrer €
compensada pela facilidade de obtencdo e diminuicdo do namero de parametros
cinéticos necessarios.

Os modelos ndo-estruturados e ndo-segregados, em sua maioria, baseiam-se
na determinacdo da velocidade especifica de crescimento do microrganismo () ou
da producao de etanol pelo decréscimo da velocidade especifica maxima através de
alguns termos de inibicédo e limitacdo. (ANDRIETTA, 1994).

A equacdo mais simples e popular para descrever o crescimento microbiano &
a equacdo de Monod, apresentada na equacdo (11), que expressa a velocidade
especifica de crescimento do microrganismo (u) como uma funcdo da concentracéo

de substrato limitante (S).

S
W= a5 (11)
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Onde pumax € Ks sdo, respectivamente, a velocidade especifica maxima de
crescimento e a constante de Monod.

Esta equacdo € valida para sistemas onde nédo ha interferéncias significativas
de inibidores, como baixas concentracbes de etanol no meio de fermentacéo
(FERREIRA, 1998).

Os fatores considerados como interferentes na velocidade especifica de
crescimento do microrganismo ou de producdo de etanol diferem segundo cada

autor.

2.7.1. Termos de inibicao

Sao varias as formas, encontradas na literatura, que relacionam a velocidade
especifica de crescimento do microrganismo ou de producdo de etanol com os
fatores de inibicéo.

Luong (1985) cita as seguintes expressdes para o termo de inibicdo pelo

produto (equacdes 12 a 16):

Linear: U= Uy (1 — Pméx) (12)
Exponencial: U= fmaye 2P (13)
Hiperbdlica: U= i ﬁ (14)
Parabdlica: U= Umar (1 — P;x)‘w (15)
N&ao linear generalizada: u = s, (1 — P;x)" (16)

A expressao utilizada para descrever o efeito do substrato limitante
normalmente segue o modelo de Monod, ja descrito na equacéao (11).

Keller e Dunn (1978), Daugulis e Swaine (1987) e Dourado et al. (1987),
utilizaram a seguinte expresséo para representar o termo de inibicdo pelo substrato
(equacéo 17):

S

U = Umsx (17)

s2
ks+S+—
(ks+5+3)
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Para o termo de inibicdo pela concentracdo celular segundo Chattaway,
Goma e Renaud (1988), tem-se a equagéo (18):

K= Umax (1 - X;;x) (18)

Lee, Pollard e Coulman (1983), Jarzebski, Malinowski e Goma (1989) e
Monbouquette (1992) utilizam a equacao (19) para representar esta inibicao:

X
u= /’lméx(l - Xméx)m (19)
2.7.2. Modelos mais usados

A multiplicidade de modelos cinéticos que descrevem o0 crescimento
microbiano se deve ao fato de que eles sdo construidos para uma levedura
especifica, em condi¢des experimentais pré-definidas (DOURADO et al., 1987).

O modelo de Lee, Pollard e Coulman (1983), que corresponde ao modelo de
Tosetto (2002) acrescido de um termo de inibicdo pela concentragéo celular, leva em
conta inibicdo pelo substrato, inibicdo por produto e inibicdo por concentracao

celular, conforme descrito na equacao (20):
_ S __ P \npq X \m
b= Bmax <RS+S+%) (1 Pmax) (1 Xméx) (20)

O modelo proposto por Tosetto (2002) e acrescido de um termo de inibicao
pela concentracdo celular, é semelhante ao modelo proposto na equacao (20),
porém para 2 fontes de substrato (glicose e frutose), jA que a sacarose nédo chega a
ser detectada nos vinhos pois a hidrélise desta é muito rapida, convertendo-a em
glicose e frutose (BIOCONTAL(b), 2013), e considera, para a frutose, um termo de
restricdo. Esta restricdo da-se pelo fato de a levedura ter uma maior afinidade do

transportador de hexose pela glicose, em comparacao com a frutose, sendo esta
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tltima, consumida de forma mais lenta que a glicose. A equacao (21) corresponde
ao modelo para a glicose (semelhante a equacdo (20)) e a equacao (22)

corresponde ao modelo para a frutose:

G P X

= tmiee | —2—5 | (1 — "G (1 — me (21
o =t | oz | L= e o @)
Ig
G F P X
b = b (1= 9| — | (1 = Ly = 2 yme (22)
kF+F+m maxg maxg

2.8. Modelagem de um reator de mistura perfeita operando em batelada

alimentada

A Figura 10 mostra esquematicamente um reator de mistura perfeita
operando em batelada alimentada. Este reator pode ser modelado através de

balanco de massa global, de célula, substrato e produto.

Fo. So.

Vi, Xi, Pi, Si

Figura 10 — Representacdo esquematica de um reator de mistura operando em
batelada alimentada (ANDRIETTA, 2007).

2.8.1. Balanco de massa global

Considerando a vazéo de alimentacdo de substrato Fo e a concentracdo de

ART no mesmo Sy, temos a equacéo (23):
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d
_(:tV) = Fopo (23)

Considerando a densidade do meio de fermentacdo constante durante o
processo e igual a da alimentacdo de substrato, pode-se escrever a equacgao (23)
como a representada pela equagéao (24):

a

A equacédo (24) mostra que a variacdo do nivel do reator é uma fungéo da
vazao de enchimento.

2.8.2. Balango de célula

Considerando que o mosto é estéril e empregando a equacéo (4), tem-se a
equacao (25):

a(xv)
ac

eV = uXv (25)

2.8.3. Balanco de substrato

Para o balanco de substrato, utilizando a equacéao (7), tem-se a equacéo (26):

d(sv)
dt

XV
= FySy — 15V = F,S, — ;‘X—/S

(26)

2.8.4. Balanco de produto

Considerando que a concentracdo de produto na linha de alimentacao é zero,

e utilizando a equacéo (10), tem-se a equacao (27):

apv) _ Ypss
— = rpV = Tars uxv (27)
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Condicdes experimentais

Os ensaios foram realizados no setor de fermentagédo da planta industrial da
Usina Catanduva, Ariranha/SP/Brasil, no segundo semestre da safra 2012/2013
(entre os meses de setembro a novembro).

Os experimentos foram realizados nos biorreatores (dornas de fermentacéo)
da usina, que contém 7 dornas em sua planta industrial. A capacidade média de
cada biorreator € de 1.200.000 litros. O substrato da fermentacao foi o0 mosto que
estava em processo, proveniente de uma mistura de caldo de cana e mel residual da
producéo de acucar, e as leveduras utilizadas foram as que estavam presentes no
processo industrial durante os ensaios (cariotipagem das leveduras em processo
nessa unidade industrial e nesse periodo indicam a presenca de leveduras nativas e
de outras Saccharomyces).

O processo industrial foi adaptado as condicbes experimentais de
concentracao de fermento (no pé de cuba), temperatura e tempo de alimentacéo dos
ensaios (conforme descrito na Tabela 1).

As analises tecnolégicas dos vinhos obtidos das fermentacdes, quanto a
concentracdo de células, de etanol e de glicerol foram realizadas no Laboratorio de
Etanol da propria usina, segundo metodologia Fermentec (2012), CTC (2011) e
Fermentec (2012), respectivamente; as analises de vinho e mosto quanto aos
substratos sacarose, glicose e frutose foram realizadas nos Laboratérios da Divisédo
de Biotecnologia e Processos do CPQBA/UNICAMP e determinadas por

cromatografia de alta performance (HPLC).
3.2. Delineamento experimental
Segundo Neto, Scarminio e Bruns (2003), utilizando o planejamento fatorial

baseado em principios estatisticos, pode-se extrair do sistema em estudo o0 maximo

de informacdo util, fazendo um ndmero minimo de experimentos. Este método
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consiste em selecionar um numero fixo de niveis para cada uma das variaveis de
entrada. Entdo realizam-se experimentos com todas as possiveis combinac¢des. A
primeira etapa € usualmente um planejamento fatorial com dois niveis (nivel -1 e
nivel +1) para cada variavel. Assim, para n variaveis envolvidas, o numero de
experimentos que deve ser realizado para investigar todas as combinacées é 2".
Para estimativa do erro experimental associado aos ensaios, sao realizados trés
ensaios no ponto central correspondente as condi¢cfes intermediarias (BOX et al.,
1978) citado por (VIEGAS, 1999).

O delineamento experimental foi realizado adotando-se 11 ensaios, seguindo
um planejamento experimental fatorial de 2 niveis (valor maximo e valor minimo da
variavel) e 3 variaveis (concentracdo de fermento, temperatura e tempo de
alimentacdo do biorreator). Os oito primeiros ensaios corresponderam ao modelo
linear (23), seguidos por 3 repeticdes no ponto central (cujo valor de cada variavel foi
escolhido baseado nos valores médios usados no processo industrial da usina onde
realizaram-se 0s ensaios) para a estimativa do erro experimental. A sequéncia dos
experimento determinada pelas condicfes operacionais da usina. Estas informacgdes

estao contidas na Tabela 1.

Tabela 1 — Condi¢des Experimentais aplicadas
nas fermentacdes quanto as variaveis: tempo de
alimentacéao (TA), temperatura (T) e
concentracéo de levedo (CL).

Ensaios TA() T(°C) CL (%) ordem

1 7 37 30 10
2 5 37 30 11
3 7 37 20 5
4 5 37 20 4
5 7 34 30 8
6 5 34 30 6
7 7 34 20 7
8 5 34 20 9
9 6 35,5 25 1
10 6 35,5 25 2
11 6 35,5 25 3
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Os ensaios 9, 10 e 11 correspondem ao ponto central (onde foram feitas 3
repeticdes que determinaram o erro experimental); os valores das varidveis no ponto
central foram aqueles mais praticados no processo industrial daquela usina, no
periodo em que os ensaios foram iniciados (tempo de alimentacdo de 6 horas,
temperatura de 35,5°C e concentracao de fermento de 25%). Nos demais ensaios (1
a 8) variaram-se, o tempo de alimentacdo em 1 hora a mais e uma hora a menos em
relacdo ao ponto central, a temperatura em 1,5°C a mais e 1,5°C a menos em
relacdo ao ponto central, e a concentracdo de fermento em 5% a mais e 5% a

menos.

3.3. Coleta das amostras

Em cada ensaio foram coletadas amostras de mosto e do vinho desde o
momento inicial de alimentacdo do biorreator, até o final da fermentacdo (antes do
vinho ser enviado a etapa de centrifugacédo), com intervalo de 1 hora entre as
coletas. Todas as fermentacdes foram conduzidas durante 9 horas. As vazdes
durante as coletas, os volumes iniciais de pé de cuba e os volumes finais das dornas
foram determinados.

As amostras de vinho e mosto foram coletadas em tubo de Falcon de 50mL e
congeladas com nitrogénio liquido de forma a paralisar a atividade biolégica dos
microrganismos presentes. Em cada ponto de amostragem foram coletados 3 tubos
de material, sendo que, o 1° tubo de cada coleta foi analisado no Laboratério de
Etanol da usina Catanduva, o 2° tubo de cada coleta foi analisado nos Laboratérios
da Divisdo de Biotecnologia e Processos do CPQBA/UNICAMP e o 3° tubo foi
mantido como reserva caso houvesse necessidade de repetir alguma analise. Os
mostos coletados de cada ensaio foram analisados apenas na UNICAMP, pois

apresentam em sua composicao apenas 0s substratos da fermentacao.

3.4. Andlise das amostras

» Determinacdo de sacarose, glicose e frutose por cromatografia de alta

performance (HPLC) no equipamento Dionex, através de detector de
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amperometria pulsada (PAD) com célula de ouro, com coluna PA100 e
eluente hidroxido de sodio a 0,2mmol.

» Determinacdo da concentracdo de células por centrifugacdo, segundo
metodologia FERMENTEC (2012).

» Determinagdo da concentracdo de etanol por densimetria eletronica,
segundo metodologia CTC (2011).

» Determinacdo da concentracdo de glicerol pelo método enzimético e
analise em espectrofotdbmetro, segundo metodologia FERMENTEC
(2012).

3.5. Calculo do coeficiente de relacdo de massa de glicerol e massa de etanol
(Yep) de cada ensaio e analise da interferéncia das variaveis testadas neste

coeficiente

Com os dados de concentracdo de etanol e de glicerol, e os volumes obtidos
em cada ponto amostral (descontando-se o etanol presente no pé de cuba, ja que a
fermentacdo em batelada alimentada tem reciclo de células, que podem também
arrastar etanol da fermentacéo anterior), foram calculadas as massas de produto ao
longo do tempo e, através de correlacdes lineares destas variaveis, obtiveram-se 0s
coeficientes Ygp para cada experimento, e, através de andlise estatistica,

determinou-se como as variaveis operacionais testadas interferem neste parametro.

3.6. Calculo do rendimento em células (Yxs), rendimento em etanol (Yps) €
produtividade de cada fermentacdo e analise da interferéncia das variaveis

testadas nestes parametros

Os rendimentos Yxs, Ypis € Produtividade em etanol, foram calculados pelas
equacoes (28) a (30) descritas abaixo:
__ (células produzidas)

YX/S - (28)

(ART consumido)
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(etanol produzido)
Yp,s = (29)

(ART consumido)

(etanol produzido) ( )

Produtividade = -
(tempo de fermentagio).(Volume)

Onde, para os ensaios cujas analises de sacarose, glicose e frutose foram
feitas em todos os pontos de coleta, utilizou-se a equagéo (31):

ART consumido = (massa ART entrado — massa ART residual) (31)

Para os ensaios em que foram analisados quanto a concentracdo de
substratos apenas os mostos, utilizou-se a equacéo simplificada (32), ja que o termo

“‘massa de ART residual” € muito pequeno, permitindo essa simplificacao.

ART consumido = massa ART entrado (32)

Tosetto (2002) realizando fermentacdes com méis de processos industriais de
diferentes usinas, encontrou valores de produtividade em etanol entre 6,85 e 9,88
g/L.h, enquanto Ferreira (2005), fermentando meios sintéticos em regime de
batelada alimentada, encontrou valores entre 5,97 e 9,6 g/L.h.

Através de analise estatistica determinou-se como as variaveis operacionais

testadas interferem nestes parametros.

3.7. Desenvolvimento do modelo e ajuste dos parametros cinéticos

Com os perfis de concentracdo de substratos (S), produtos (P) e células (X) e
o volume dos biorreatores (dornas), iniciou-se o trabalho de desenvolvimento dos
modelos matematicos que descrevem o comportamento cinético da levedura. Este
desenvolvimento foi baseado em alguns modelos existentes na literatura, nos quais
foram introduzidos novos termos com o objetivo de adequar os modelos ao processo
em questdo. Estes modelos foram desenvolvidos para determinar a velocidade

especifica de crescimento da levedura (u) em funcdo das condigbes do meio de
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cultivo levando-se em consideracéo que as fontes de carboidratos sdo os substratos
limitantes, estando os demais em excesso.

Como o etanol é um metabdlito primério, ou seja, sua producdo esta
vinculada com o metabolismo de obtencdo de energia das células, sua obtencao
esta vinculada ao crescimento celular. Sendo assim, sabendo-se a velocidade
especifica de crescimento das células foi possivel obter as equagbes para a
velocidade de consumo especifico de cada substrato - glicose e frutose - e para a
velocidade especifica de producéo de etanol.

Ap6s o desenvolvimento dos modelos matematicos, os mesmos foram
ajustados aos dados experimentais utilizando-se uma Rotina de Ajuste.

O caélculo dos parametros para cada modelo da Rotina de Ajuste esta
baseado na minimizacdo da somatdria dos desvios quadrados (equacgéo 33), isto €,
para encontrar os parametros que melhor se ajustem ao(s) modelo(s), a somatoria

dos desvios quadrados deve ser a menor possivel.

D =YN, (xi— xe)? (33)
Onde:
N = namero de pontos
xi = dados calculados pelo modelo

xe = dados experimentais

Foram realizados dois ensaios para validacdo do modelo. Estes ensaios
correspondem ao ensaio 1 e ao ensaio 8, cujas condi¢cdes experimentais sao as

extremas em termos das variaveis testadas e apresentam-se na Tabela 1.
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4.1. Perfil fermentativo
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Considerando-se as condi¢cbes em que os experimentos foram desenvolvidos,

a Tabela 2 apresenta as concentracdes de produtos em fungéo do tempo para cada

ensaio realizado.

Tabela 2 - Concentracdes de etanol (E) e glicerol (G) ao longo do tempo (t), para
cada ensaio realizado.

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6
t E G E G E G E G E G E G
(h) (9L) (gb) (gL) (gL) (o) (L) (gL) (gL) (gL) (gL) (g/L) (9/L)
Oh 39,29 1,08 40,08 1,77 33,93 1,39 2367 1,19 3282 1,69 3330 1,64
l1h 3850 1,03 34,72 166 3566 1,62 31,24 1,73 3598 1,77 3535 1,82
2h 53,97 1,42 46,08 2,00 41,03 1,99 40,08 2,39 39,77 232 41,03 2,16
3h 5523 1,63 4450 2,22 4166 190 4482 266 48,29 2,49 46,71 2,43
4h 58,78 1,71 49,86 2,60 47,02 2,27 4576 2,67 6091 2,70 4829 240
5h 62,02 1,85 5365 2,68 4829 220 51,76 2,94 63,28 2,70 50,50 2,57
6h 63,12 2,13 56,81 295 5089 263 5491 3,07 6438 289 6280 3,09
7h 7196 240 59,02 2,76 6060 259 659 360 67,85 289 7259 3,59
8h 70,69 2,38 70,69 3,36 66,91 295 6754 377 7196 3,10 67,85 3,63
%h 74,17 2,39 7795 358 71,01 3,08 6912 383 70,06 3,04 6849 3,64
Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaio 9 Ensaio 10 Ensaio 11
t E G E G E G E G E G
(h) (g/L) (gb) (gL) (gb) (o) (o) (9lb) (g/lL) (g/L) (glb)
Oh 16,41 0,90 22,09 1,17 31,24 161 30,77 1,08 34,40 1,90
ih 22,72 135 3724 1,78 31,88 1,66 3251 1,32 36,93 1,65
2h 39,77 2,18 34,72 1,92 34,72 2,14 4576 2,15 47,34 2,10
3h 4292 240 39,77 2,51 4450 243 51,76 2,49 52,86 2,60
4h 46,71 258 41,03 2,71 53,02 299 56,81 261 57,75 2,79
5h 49,86 2,67 4955 264 57,75 3,15 59,96 2,89 59,96 2,94
6h 54,28 2,72 60,60 3,36 61,86 327 62,33 3,01 5839 290
7h 56,49 2,89 63,75 3,65 6849 358 64,70 3,24 64,07 3,17
8h 60,91 3,13 7290 3,89 70,69 383 6943 345 70,38 3,48
9h 66,91 3,37 75,11 3,74 74,17 4,04 71,80 357 71,01 3,33

As concentracfes de produtos, em todos 0s ensaios realizados apresentam-

se crescentes ao longo do tempo e os valores tendem a estabilizar-se ao final de
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cada fermentagédo, conforme o esperado, em virtude do esgotamento do substrato

que foi totalmente convertido em produtos.
4.2. Relacao de producéo entre glicerol e etanol (Ygrp)

Com as massas de etanol e glicerol, que sao calculadas pelas concentracoes
de produto e volume dos biorreatores em cada ponto amostral, foi possivel obter o
coeficiente de relacdo de massa de glicerol e massa de etanol (Ygp). Este
coeficiente é obtido da regressao linear entre as massas de etanol e glicerol para
cada ensaio. A obtencéo destes resultados encontra-se exemplificada no Apéndice
A, Tabela A.1 e Figura A.1.

A Tabela 3 apresenta a equacéo de regressao linear obtida para cada ensaio,
o coeficiente de determinacéo (R?) das regressdes e o coeficiente Ygp.

Tabela 3 - Equacdo da regressdo linear,
coeficiente de determinacdo e coeficiente Ygp
para cada ensaio.
Equacéao da Yep
regressao R2 (9/9)
Ensaio 1 y = 0,0332.x 0,987 0,033
Ensaio 2 y = 0,0490.x 0,979 0,049
Ensaio 3 y = 0,0457.x 0,974 0,046
Ensaio 4 y = 0,0567.x 0,995 0,057
Ensaio 5 y = 0,0425.x 0,981 0,043
Ensaio 6 y = 0,0516.x 0,991 0,052
Ensaio 7 y = 0,0513.x 0,993 0,051
Ensaio 8 y = 0,0545.x 0,964 0,055
Ensaio 9 y = 0,0543.x 0,995 0,054
Ensaio 10 y = 0,0508.x 0,998 0,051
Ensaio 11 y = 0,0476.X 0,993 0,048

Pelos dados dos coeficientes de determinacdo (R?) contidos na Tabela 3,
observa-se que a regressao linear estimou com alta significancia a correlacdo entre
os dados de massa de etanol e massa de glicerol para todos os ensaios realizados.
Isso ilustra que a producdo de glicerol € uma rota necessaria para suplementar a

regeneracdo de NAD durante a fermentacdo alcodlica, ja que esta regeneracdo
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fornecida somente pela producdo de etanol é insuficiente para suprir as
necessidades da levedura (BIOCONTAL(a), 2013; OURA, 1977).

Observou-se também que embora os valores de Ygp obtidos sejam
constantes para cada ensaio, eles diferem-se entre 0s ensaios realizados,
mostrando que diferentes condi¢cdes operacionais interferem na formacao de glicerol
durante a fermentacéo alcodlica (BEROVIC et al., 2006).

Os valores de Ygp obtidos para os ensaios, variou entre 0,033 e 0,057 ¢
glicerol/g etanol, estando em conformidade com dados apresentados na literatura
(OURA, 1977).

4.3. Efeito das variaveis estudadas sobre a relacdo de producao de glicerol e
etanol (Ygp)

A Tabela 4 apresenta a andlise estatistica do efeito das variaveis estudadas
no coeficiente Ygsp, para um modelo de primeira ordem.

Tabela 4 — Analise de todas as interacbes em
um planejamento fatorial completo 23 com
ponto central para Ygp

Efeito Erro t (2) P
sc®  AVG 0,049 0,000905 54.17 0,0003

I+

sg® TA® -0,01 + 0,002121 4,714 0,0422
TG -0,004 + 0,002121 1,886 0,2
cL® -0,008 0,002121 3,771 0,0637

TA/T  -0,0035
TA/CL -0,0025

0,002121 1,65 0,2407
0,002121 1,179 0,3598
T/CL -0,0025 0,002121 1,179 0,3598
TA/T/CL 0 0,002121 O 1
Nivel de significancia (o) = 0,05
“Houve variancia significativa “’TA: tempo de

alimentacgo ®T: temperatura “’CL: concentracéo de
levedo

+ + + 4+

I+

E possivel afirmar com nivel de confianca de 95% (o = 0,05) que a Unica
variavel estudada que possuiu efeito significativo sobre Ygp foi 0 tempo de
alimentacéo. Esta variavel teve efeito inversamente proporcional sobre Ygsp, OU S€ja,

quando o tempo de alimentacdo aumentou, Ygp diminuiu. A concentracdo de
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fermento, apesar de ndo apresentar significancia ao nivel de 95%, também teve
efeito inversamente proporcional sobre Ygp, 0 que pode ser evidenciado pelo valor
elevado de t na Tabela 4. A temperatura ndo afetou significativamente Yg;p. Tanto o
tempo de alimentacéo reduzido, o qual aumenta a velocidade de alimentagdo do
mosto, quanto a menor concentracdo de células podem representar maior
concentracdo de substrato, principalmente, no inicio da fermentacdo. Essa maior
concentracdo de substrato aumenta a pressdo osmética do meio, aumentando a
producéo de glicerol pelas leveduras durante o processo fermentativo (NEVOIGT,;
STAHL, 1997).

4.4. Rendimentos Yyxs € Ypis

As concentracoes de ceélulas, obtidas em cada ponto amostral dos vinhos
coletados de cada experimento foram comprometidas. Considerando-se que células
sdo solidos insoluveis, a amostragem fica comprometida pela falta de
homogeneidade do material amostrado, além de poderem sofrer ruptura da
membrana celular durante o congelamento, interferindo nos resultados. Ainda
podemos ter soélidos soluveis que podem ficar no meio e alterar o valor, ou ainda, se
lavarmos para remover estes soélidos, podemos remover material intracelular.

Devido a esses motivos, as concentracdes celulares ndo foram coerentes e
nao puderam ser utilizadas para o calculo do rendimento Y xs.

A Tabela 5 apresenta as concentracdes de sacarose, glicose e frutose obtidas
para 0os mostos de cada experimento através de analise cromatografica de alta
performance (HPLC) e os calculos de ART para cada mosto, calculados pela
equacao (34):

sacarose

ART = glicose + frutose + — - (34)
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Tabela 5 — Concentragdes de glicose (Gli), frutose

(Fru) e sacarose (Sac) e ART total, do mosto de

cada ensaio realizado.

Ensaios Gli(g/L) Fru(g/L) Sac (g/L) ART (g/L)
1 6,45 6,56 184,33 207,03

2 8,29 8,56 183,98 210,51
3 10,27 9,58 185,48 215,09
4 10,61 9,65 186,54 216,62
5 7,32 7,05 194,89 219,53
6 7,57 7,73 185,04 210,08
7 6,81 6,56 187,48 210,72
8 7,12 7,38 183,18 207,32
9 9,89 9,61 197,57 227,47
10 9,79 9,30 194,84 224,18
11 9,85 9,40 191,19 220,49

Com as massas de etanol produzido e ART consumido (sendo este obtido
pela simplificacdo citada na equacao 32), que séao calculadas pelas concentracbes
de produto e substrato e volume dos biorreatores em cada ponto amostral, foi
possivel obter o rendimento em alcool (Yps) para cada experimento, conforme
célculo demonstrado pela equacéo (29) e exemplificado no Apéndice A, Tabela A.2.

A Tabela 6 apresenta os rendimentos Yps para cada ensaio realizado.

Tabela 6 - Rendimentos Yp;s de cada ensaio.

Yess (9/9)
Ensaio 1 0,411
Ensaio 2 0,429
Ensaio 3 0,393
Ensaio 4 0,389
Ensaio 5 0,378
Ensaio 6 0,389
Ensaio 7 0,406
Ensaio 8 0,448
Ensaio 9 0,392
Ensaio 10 0,374

Ensaio 11 0,375
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Os dados de Yps calculados para cada experimento séo inferiores ao valor
maximo teorico de conversdo (que é de 0,511g/g) e inferiores também a valores
citados por Lima e Marcondes (2002) e Lima, Basso e Amorim (2001), que € de 90%
do valor tedrico para fermentagces industriais (0,46 g/g). Entretanto, os valores
obtidos de Ypis estdo proximos de valores citados por outros autores, como Lee,
Pollard e Coulman (1983), que é de 0,375 e Daugulis e Swaine (1987), que € de
0,425. Estes valores mais baixos do que os encontrados nas literaturas mais
recentes, podem ser explicados pela dificuldade de amostragem e também, por uma
dificuldade de mensuracédo de volume dos biorreatores. Essas medidas sdo muito
imprecisas dificultando o balanco de massa do processo e o0s calculos de
rendimentos.

O ensaio 8 apresentou o rendimento Yp;s mais alto, o que ndo condiz com o
esperado, jA que este ensaio apresentava condicbes experimentais de menores
valores de: tempo de alimentacdo, temperatura e concentracdo de fermento (5
horas, 34°C e 20%). E de acordo com a literatura, tempos de alimentacao reduzidos
correspondem a maiores velocidades de alimentacdo, que por sua vez, propiciam
maiores producdes de acido succinico e glicerol, diminuindo o rendimento em etanol
(MARTINEZ, 2007; VASCONCELOS; VALDMAN, 1988), situagdo ainda mais
agravada quando a concentracdo de fermento esta baixa, elevando a concentracéo
de substratos no meio, e promovendo maior inibicdo pelo substrato (ANGELIS,
1992).

Isso nos leva a considerar que houve algum erro no valor obtido de Yp/s para
0 experimento 8, podendo ser por problemas de amostragem, ou na analise de ART
no mosto, analise do teor alcodlico das amostras de vinho, ou mesmo problemas de
medicao de volume ou vazéo de alimentacdo ndo constante.

Em dois ensaios, onde foram analisadas todas as amostras de vinho quanto
aos substratos presentes, utilizou-se a equacéo (31) para calcular o ART consumido.
A Tabela 7 apresenta os dados de ARTconsumido comparando as equacdes 31 e
32 (com simplificacdo) e os Yp;s obtidos utilizando-se os dois ARTconsumido por

equacodes diferentes.
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Tabela 7 - ART consumido (ARTcons) calculado pelas equacdes 31 e 32 e seus
respectivos rendimentos em etanol (Yp;s).

ARTcons. (kg) Yess (9/9)

Eq. 31 (simE;ﬂi'ﬁiida) Var (%) 57 (sirrlmzpqli.ﬁ?éida) var (%)
Ensaio 1 119.6962 1201839 04% 0413 0411 -0,4%
Ensaio 8 110.9743 1116438 0,6% 0451 0,448 -0,6%

A Tabela 7 ilustra que ndo ha problemas em considerar o ARTconsumido
como sendo apenas o ARTentrado (equacdo 32), j& que o ARTresidual € muito
pequeno e nao impacta significativamente nem o ARTconsumido nem o rendimento

em alcool (Ypss).

4.5. Efeito das variaveis estudadas sobre o rendimento em etanol (Yps)

A Tabela 8 apresenta a analise estatistica do efeito das variaveis estudadas

no coeficiente Ypss, para um modelo de primeira ordem.

Tabela 8 — Analise de todas as interacdes
em um planejamento fatorial completo 23
com ponto central para Yps

Efeito Erro  t(2) P
sg® AVG  0,3985 0,00297 134 6E-05

I+

TA®  .0,017 + 0,00698 2,42 0,137
T® -1E-04 + 0,00698 0,01 0,99
cL®  -0,007 + 0,00698 1,03 0,411
TA/T  0,0099 + 0,00698 1,42 0,291
TA/CL 0,0024 + 0,00698 0,35 0,76

sg® T/ICL 0,0364 0,00698 5,22 0,035
TA/T/ICL -0,013 0,00698 1,93 0,193

Nivel de significancia (o) = 0,05
WHouve variancia significativa ©TA: tempo de
alimentacdo ®'T: temperatura CL: concentracéo de
levedo

+ 1+
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Pela analise estatistica dos dados, € possivel afirmar com nivel de confianca
de 95% (o = 0,05) que a interacdo entre as variaveis temperatura e concentracao de
levedo possuiu efeito significativo sobre Ypis. Se a temperatura da fermentacéo foi
alta, mas dentro de uma faixa de valor suportavel pela levedura, ao invés de
comprometer a fermentacdo, conforme citado na revisdo bibliografica, o ciclo
fermentativo pode ter sido acelerado. A quantidade de trealose e glicogénio aumenta
e, quando a alimentacdo cessa, o fermento pode converter esses acUcares de
reserva em etanol, elevando o rendimento da fermentacdo. Isso pode ocorrer no
ciclo considerado. O fermento pode apresentar efeitos nocivos de temperaturas mais
altas na fermentacéo seguinte (o que néo foi captado por estes ensaios).

4.6. Produtividade em etanol

Ao final de 9 horas de fermentac&o, com as massas de etanol produzidas em
cada experimento e o volume final de vinho nos biorreatores (conforme descrito na
equacao 30), obtiveram-se as produtividades em etanol para cada ensaio realizado.
O detalhamento de como esses valores foram obtidos constam no Apéndice A,

Tabela A.2. Estes dados apresentam-se na Tabela 9:

Tabela 9 - Produtividade em etanol de cada ensaio.

Produtividade (g/L.h)
Ensaio 1 7,20
Ensaio 2 7,57
Ensaio 3 6,89
Ensaio 4 7,02
Ensaio 5 6,84
Ensaio 6 6,60
Ensaio 7 6,94
Ensaio 8 7,73
Ensaio 9 7,34
Ensaio 10 7,20
Ensaio 11 6,96

Os valores de produtividade obtidos para os ensaios, variaram entre 6,6 e 7,7

g/L.h, valores condizentes com dados encontrados na literatura para bateladas
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alimentadas, que foi na faixa de 6,85 a 9,88 g/L.h (TOSETTO, 2002), ou na faixa de

5,97 a 9,6 g/L.h (FERREIRA, 2005).

4.7. Efeito das variaveis estudadas sobre a produtividade em etanol

A Tabela 10 apresenta a andlise estatistica do efeito das variaveis estudadas

na produtividade em etanol, para um modelo de primeira ordem.

Tabela 10 — Analise de todas as interacdes
em um planejamento fatorial completo 23
com ponto central para Produtividade em

etanol

Efeito Erro  t(2) p

sc® AVG 7,118 + 0,05849 122 7E-05
TA® 0,261 + 0,13716 1,9 0,197

T®  0,1419 + 0,13716 1,03 0,41

cL®  -0,093 + 0,13716 0,68 0,569

TA/T  0,0082 + 0,13716 0,06 0,958

TA/CL 0,2002 + 0,13716 1,46 0,282

T/ICL 05214 + 0,13716 3,8 0,063
TA/T/ICL -0,315 + 0,13716 2,29 0,149

Nivel de significancia (o) = 0,05

WHouve variancia significativa @TA: tempo de
alimentacdo ®'T: temperatura ’CL: concentracéo de
levedo

Nenhum dos efeitos ou interacBes das variaveis afetou significativamente a

produtividade do processo. Esperava-se que a temperatura e a concentracdo de
levedo mostrassem efeito significativo (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001; ANGELIS,

1992), o que ndo ocorreu. A variacdo no valor deste parametro nas repeticdes do

ponto central podem ter prejudicado a andlise dos efeitos entre os experimentos, ou

ainda problemas com a andlise de teor alcodlico do ensaio 8.

4.8. Ajuste do modelo cinético
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A modelagem cinética foi desenvolvida através das equacdes (24) a (27),
para um biorreator operando em batelada alimentada, e o valor de p foi estimado por
2 diferentes modelos, que levam em conta inibicdo por substrato, por células e por
produto, diferenciando-se por considerarem um ou dois substratos na alimentacéo.

O perfil de concentracao de substratos, produtos e células, para cada modelo
utilizado, encontram-se nas Figuras 11 e 12:

80
70 A
60 -

50 -

—~ —S
30 | —X
3

0 1 —P

20 -
10 A

0 ‘

0 Temgo (h) 10

Figura 11 — Perfis de concentracdo de substrato (S), produto (P) e células (X) para
uma fermentacdo realizada em biorreator operado em batelada alimentada —

considerando apenas 1 substrato - ART (equacéo 20).

50 - — S(gl)

P —x

—P

—— S(fru)

10

0 TemBo (h)

Figura 12 — Perfis de concentracéo de glicose (S(gli)), frutose (S(fru)), produto (P) e
células (X) para uma fermentacdo realizada em biorreator operado em batelada

alimentada — considerando 2 substratos — glicose e frutose (equagodes 21 e 22).
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As Figuras 13 e 14 apresentam o ajuste das curvas de concentragdo de

substrato (ART) e produto (etanol) aos pontos experimentais, para o0 modelo cinético

gue considera apenas um substrato (equacao 20), para os dois ensaios simulados.
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Figura 13 — Ajustes aos dados experimentais do ensaio 1, utilizando o modelo

cinético para um substrato.
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Figura 14 — Ajustes aos dados experimentais do ensaio 8, utilizando o modelo

cinético para um substrato.
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As fermentacbes dos ensaios 1 e 8 apresentam perfis de concentracdo de
ART e etanol parecidas, porém com faixas de valores para o ART diferentes. Nota-
se que no ensaio 1, cuja alimentacdo foi feita de forma mais lenta (tempo de
alimentacao = 7h) e havia muito fermento na dorna (concentracéao de levedo = 30%),
as concentracbes de ART ficaram mais baixas quando comparadas ao ensaio 8
(com condi¢cdes experimentais opostas). Nos dois ensaios, nota-se que 9 horas de
fermentacdo foi suficiente para consumir todo o substrato alimentado (o fim das
fermentacdes ocorreu proximo a 8 horas de fermentacao).

A Tabela 11 apresenta os valores dos parametros cinéticos que foram usados
para os dois ensaios simulados, para 0 modelo cinético que considera apenas um

substrato:

Tabela 11 - Resultados dos parametros cinéticos para o
modelo que considera apenas um substrato (modelo de Lee,
Pollard e Coulman).

Ks K| P max n Xmax m Desvio

Ensaiol 3,0 40 105 2,2 100 1,2 354,87

Ensaio8 1,5 55 105 2,0 70 1,8 1469,40

Os valores de n e m obtidos para 0s ensaios simulados mostram que a
inibicdo por produto e a inibicdo celular ndo sao lineares (n e m # 1). Os valores de
Ks e K, estdo consistentes. Segundo Rehm e Reed (1985), o valor de Ks deve
corresponder a concentracdo de substrato para que a velocidade especifica de
crescimento seja igual a metade do valor maximo e K; deve corresponder a
concentracdo de substrato onde se inicia a inibicdo pelo mesmo; assim, K, jamais
poderia ser menor que Ks, conforme ocorreu com os parametros obtidos.

O valor do desvio do ensaio 8 ficou prejudicado por um ponto experimental
inconsistente na analise de ART, na segunda hora de fermentacdo; se
desconsiderarmos este ponto experimental, o desvio reduz-se para o valor de
503,01, valor mais coerente e mais proximo ao obtido para o ensaio 1.

Entretanto o valor de Xnax, que € uma caracteristica da linhagem da levedura,

nao deveria variar entre 0s ensaios, embora ndo € possivel garantir que estavamos
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com as mesmas leveduras nos 2 ensaios, pois conforme a cariotipagem realizada na
época dos ensaios, j4 estivamos com mais de uma linhagem em processo.

O modelo utilizado é flexivel, se ajusta bem aos pontos experimentais, mas
apresenta algumas inconsisténcias quando se variam parametros de processo.

As Figuras 15 e 16 apresentam o ajuste das curvas de concentracdo dos
substratos (glicose e frutose) e produto (etanol) aos pontos experimentais, para o
modelo cinético que considera dois substratos (equacdes 21 e 22), para os dois

ensaios simulados.

80
70 A
60

¢ Gliexp
A Etanol exp
®  Fruexp
e Gli calc

e Etanol calc

t Fru calc

8 10

Tempo (h)

Figura 15 — Ajustes aos dados experimentais do ensaio 1, utilizando o modelo

cinético para dois substratos.

80
70 -
60 1 ® Gliexp
50 A Etanol exp
In | A ® Fruexp
éo = Gli calc
L] |
30
e Etanol calc
20 e Fry calc
10

8 10

41'empo (hS5

Figura 16 — Ajustes aos dados experimentais do ensaio 8, utilizando o modelo

cinético para dois substratos.
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Analisando-se as Figuras 15 e 16 nota-se que o0s dois substratos séo
consumidos ao final das fermentacfes, entretanto, a glicose € consumida mais
rapidamente que a frutose, apresentando suas concentracbes sempre mais baixas
gue a frutose. Segundo a literatura, isso se explica pelo fato de a levedura ter uma
maior afinidade do transportador de hexose pela glicose (BIOCONTAL(b), 2013).

A Tabela 12 apresenta os valores dos parametros cinéticos que foram usados
para os dois ensaios simulados, para o modelo cinético que considera dois
substratos:

Tabela 12 - Resultados dos parametros cinéticos para o0 modelo que considera dois
substratos (Tosetto modificado)

Ks Ks Pmax  Pmax Xmax  Xmax :

o o Kie Kie © s Ne Ne o s Me Me Desvio
Ensaio

1 50 50 50 40 105 105 2,1 19 100 100 19 1,7 291,94
Ensaio

8 3050 30 40 105 105 32 20 70 70 18 2,1 1001,45

Os valores de n e m obtidos para 0s ensaios simulados mostram que a
inibicdo por produto e a inibicdo celular ndo sao lineares (n e m # 1). Os valores de
Ks e K, estdo consistentes (Ks < Kj). Os valores de desvio entre os dados
experimentais e os ajustes foram menores quando utilizamos o modelo com dois
substratos (comparados ao modelo com apenas um substrato), ou seja, 0 modelo de
Tosetto (2002) modificado, para dois substratos, ajustou-se melhor aos pontos
experimentais, 0 que é coerente ja que a glicose e a frutose tém velocidades de
consumo diferentes (BIOCONTAL(b), 2013).

E assim como para o modelo com um substrato, o valor de Xnysx, variou entre
0S ensaios, indicando que provavelmente ndo havia as mesmas leveduras nos 2

experimentos.
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5. CONCLUSOES

E impossivel produzir etanol por fermentacdo alcodlica sem produzir
concomitantemente, glicerol, sendo que a relacdo entre a formacdo destes dois
produtos segue uma regressao linear.

Em escala industrial, o tempo de alimentag&o reduzido e baixa concentracéo
de fermento, afetam o rendimento fermentativo, desviando substrato de forma mais
intensa para a producéo de glicerol.

Os dois modelos cinéticos testados sdo bem flexiveis, ajustando-se bem aos
pontos experimentais e 0 modelo para dois substratos apresenta menores desvios
entre os dados e as curvas de ajuste, ressaltando o consumo diferenciado entre a

glicose e a frutose.
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APENDICE A

Obtencéo dos resultados, para o ensaio 1.

Tabela A1 - Concentracdes de produtos, volumes da dorna e calculos de massa
dos produtos ao longo do tempo para o ensaio 1

Etanol {(g/L) Vol Dorna (L) Massa F (kg) Glicerol (g/L) Massa G (kg)
Amostra 0 39,3 161.493 7131 1,08 196
Amostra 1 385 264 000 3.034 1,03 76
Amostra 2 54.0 366.000 12.729 1,42 327
Amostra 3 55,2 444 000 17.391 1,63 528
Amostra 4 58.8 520.000 23.435 1,71 693
Amostra 5 62,0 605.000 30.388 1,85 923
Amostra 6 63,1 684 000 36.043 213 1.261
Amostra 7 72,0 758.000 47 412 2,40 1.623
Amostra 8 70,7 762.000 46.738 2,38 1618
Amostra 9 742 762000 49 383 2,39 1.625
Ensaio 1
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Figura A.1 — Grafico da regressao linear entre as massas de etanol e glicerol e
obtencao da equacao da reta e do coeficiente de determinacéo (R?) para o ensaio 1.



Tabela A .2 - Concentractes de substrato, volumes da dorna, massa de ART ao
longo do tempo e calculo do rendimento Yrrs e Produtividade para o ensaio 1

Vol Dorna (L)

Conc. ART mosto1 (g/L)

Massa ART entrado (kg)

Amostra 0 181.493 2070

Amostra 1 264.000 207.0 17.082
Amostra 2 368.000 207.0 21.531
Amostra 3 444 000 207.0 15.734
Amostra 4 520.000 2070 15.734
Amostra 5 605.000 207.0 17.598
Amostra 6 684 000 207.0 16.356
Amostra 7 758.000 207.0 15.320
Amostra 8 762.000 207.0 628

Amostra 9 762 000 2070 -
Massa S (ART) entrada 120.184
Massa P (etanol) produzida 49 383
Y PIS 0,411
Produtividade (g/L.h) 7,20




