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RESUMO

O etanol acumulado no caldo durante a fermentacéo é o principal componente tdxico para
levedura, afetando o crescimento celular e producéo de etanol. Uma forma de contornar esse
efeito de inibicdo é a utilizacdo de fermentacédo extrativa, onde o etanol é removido a partir do
caldo de fermentacdo durante o processo. No presente trabalho foi realizado o estudo da
producéo de etanol de sacarose empregando fermentacdo extrativa com arraste de etanol por
dioxido de carbono. Inicialmente foi avaliada a influéncia da vazdo especifica de CO,, da
concentracdo inicial de etanol na solucdo e da temperatura da solu¢do no arraste de etanol
com diéxido de carbono. Nesta etapa foi realizada a modelagem da remocdo de etanol e da
agua por arraste com CO; segundo um modelo de primeira ordem. Na sequéncia foi estudada
a producdo de etanol por fermentagdo extrativa em batelada e batelada alimentada,
empregando um biorreator tipo coluna de bolhas com volume atil de 5 L e temperatura de
34°C. Foi desenvolvida a modelagem cinética da fermentacdo alcodlica convencional (sem
extragdo) em batelada e batelada alimentada. Os parametros do modelo cinético hibrido de
Andrews-Levenspiel foram estimados para as fermentagdes convencionais com Cgsy de 180
g.L". Na sequéncia foi proposta a modelagem matematica da fermentacdo extrativa em
batelada e batelada alimentada, considerando a remoc¢éo de etanol e agua, devido ao arraste
por CO,, segundo um modelo de primeira ordem. Posteriormente foi realizada a otimizagéo
da producdo de etanol por fermentacdo extrativa em batelada alimentada. Um algoritmo
genético foi empregado para otimizar simultaneamente a vazdo de alimentacdo de substrato
(F) e a concentracdo de etanol para dar inicio o arraste por CO, durante as fermentacoes
extrativas em batelada alimentada (Cgo), de modo a obter a maxima produtividade em etanol.
A remocdo de etanol por arraste com dioxido de carbono pode ser modelada como um modelo
de primeira ordem. O modelo hibrido de Andrews-Levenspiel foi adequado para descrever a
cinética das fermentacdes alcoolicas em batelada e batelada alimentada. A modelagem
proposta para a fermentacdo extrativa por arraste com CO, foi adequada para descrever o
comportamento das fermentacOes extrativas em batelada e batelada alimentada. Nas
fermentacdes extrativas com arraste de etanol por CO,, houve um aumento na velocidade de
consumo do substrato e consequentemente o consumo total do substrato ocorreu antes nas
fermentacdes extrativas em comparacdo com as convencionais. A fermentacdo extrativa em
batelada com Cs,=180 g.L™ e o arraste por CO; iniciado com 3 h de fermentagdo, quando a
concentracdo de etanol no caldo de fermentacdo era 43,3 g.L?, resultou em uma
produtividade de etanol (em g.L™h™) cerca de 25% superior a fermentagdo convencional. As
fermentacdes extrativas em batelada alimentada com tempo de enchimento da dornate=5he
0 inicio do arraste de etanol por CO, com 3 h de fermentacdo resultou em significativa
reducdo do efeito inibicdo relacionado ao substrato e ao etanol. Esta condicdo experimental
tornou possivel realizar fermentacdes extrativas em batelada alimentada com concentracédo de
substrato na alimentagdo de até 240 g.L™, com consumo total do substrato e concentracdo
final total de etanol de 110,3 g.L™ (14 °GL) (vinho + arrastado). O emprego da ferramenta de
otimizacéo possibilitou 0 uso de mosto com concentracdo de até 300 g.L” gerando uma
concentracdo total de etanol de 17,2 °GL (vinho + arrastado), o que significa um aumento de
65% comparado a concentracdo final de etanol obtida na fermentacdo convencional sem
arraste.

Palavras-Chave: Arraste de etanol por CO,. Fermentagdo extrativa. Fermentacdo Alcodlica
em batelada e batelada alimentada. Otimizacéo da fermentacédo extrativa.



ABSTRACT

The ethanol accumulated in the broth during fermentation is the main component toxic to
yeast, causing slower yeast growth and decreased ethanol production. One way of overcoming
this inhibition effect is to use extractive fermentation, where the ethanol is removed from the
broth during the fermentation process. The present work evaluated sucrose ethanol production
using extractive fermentation using CO; as stripping gas. Firstly, it was made investigation of
the influence of specific CO; flow rate, initial ethanol concentration and solution temperature
on ethanol stripping by CO,. At this stage the modeling of the of ethanol and water removal
was achieved by CO; stripping according to a first order model. In sequence, it was studied
the production of ethanol by extractive fermentation in batch and fed-batch modes, employing
in a5 L bubble column bioreactor and temperature of 34.0 °C. The Kinetic parameters of the
hybrid Andrews-Levenspiel model were estimated by modeling of conventional batch and
fed-batch fermentations (without stripping) with Cso of 180 g.L™. Mathematical modeling of
extractive in batch and fed-batch ethanol fermentation was developed considering the removal
of ethanol and water, due to the CO; stripping, according to a first order model. Later it was
optimized the production of ethanol by extractive fed-batch fermentation. A genetic algorithm
was used to simultaneous optimization the substrate feed rate (F) and the ethanol
concentration (Cgo) to start CO, stripping in extractive fed-batch fermentation, so as to obtain
the maximum ethanol productivity. The ethanol removal by stripping with carbon dioxide can
be modeled as a first order model. The hybrid model of Andrews-Levenspiel was adequate to
describe the kinetics of batch and fed batch ethanol fermentation. The proposed model for
extractive ethanol fermentation with CO, was adequate to describe the behavior of extractive
fermentation in batch and fed batch modes. In the extractive ethanol fermentation with CO,
stripping an increase in substrate uptake rate (rs=—dCs/dt) after the beginning of ethanol
stripping and the total consumption of the substrate occurred before the extractive
fermentation compared to the conventional process. The extractive batch fermentation with
Cs0=180 g.L™* and CO; stripping initiated after 3 h of fermentation at an ethanol concentration
of 43.3 g.L?, resulted in an ethanol productivity (in g.L™.h™) about 25% higher than
conventional batch fermentation. For fed-batch fermentation, vat filling time (Ft) of 5 h and
start of ethanol stripping at 3 h of fermentation substantially reduced the inhibitory effects of
the substrate and ethanol on the yeast cells. This condition enabled the extractive fed-batch
ethanol fermentation to be performed using substrate concentrations of up to 240 g.L ™" in the
feed. The total ethanol concentration reached 110.3 g.L™* (14 °GL) (wine + entrained). The
use of the optimization tool enabled using substrate concentrations of up to 300 g.L*
generating a total concentration of ethanol of 17.2 °GL (wine + entrained), which means an
increase of 65% compared to the concentration final ethanol obtained in conventional
fermentation without stripping.

Keywords: Ethanol stripping by CO,. Extractive fermentation. Ethanol fermentation in batch
and fed-batch. Optimization of extractive ethanol fermentation.
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1.1 Introducéo

Atualmente, a crescente demanda por combustiveis liquidos no sector dos transportes,
juntamente com preocupacdes ambientais relacionadas ao aquecimento global e o possivel
esgotamento dos combustiveis fosseis levaram a busca de fontes de energia alternativas
(NIGAM e SINGH, 2011). Neste cenéario, o bioetanol surge como uma fonte de energia
renovavel e altamente sustentavel, gerando uma quantidade menor de poluentes quando
comparado aos derivados do petroleo (WHEALS et al., 1999; BAI; ANDERSON; MOO-
YOUNG, 2008).

O Brasil é o maior exportador de etanol do mundo e o segundo maior produtor depois
dos Estados Unidos. O Brasil ¢ o mais competitivo produtor de etanol do mundo (IBETO;
OFOEFULE; AGBO, 2011). Entre todas as formas de produgdo de etanol, a rota de
fermentacdo utilizando cana de agucar como matéria-prima (etanol 1G) € o processo
economicamente mais viavel no Brasil. Isto é devido a localizagdo geografica, tipo de solo,
variedades de cana-de-acucar e a possibilidade de cultivo em todo o pais (BASSO; BASSO;
ROCHA, 2011).

Nas destilarias brasileiras, a producdo de etanol em processos continuos ou
descontinuos envolve a reciclagem da levedura, resultando em uma elevada densidade celular
na dorna de fermentacdo (BAIl; ANDERSON; MOO-YOUNG, 2008). Esta pratica de
fermentacdo proporciona altos rendimentos em etanol, com uma concentracdo de etanol no
vinho ao final da fermentacéo em torno de 8-11% (v.v*) em fermentacées com duragéo de 6 a
11 h.

No entanto, o baixo teor de etanol alcancado no vinho ap6s a fermentacdo é
consequéncia da inibicdo do produto. Durante a fermentacéo o etanol se acumula no caldo e
atinge niveis toxicos (AIBA; SHODA; NAGATANI, 1968; LLOYD et al., 1993), agindo
como inibidor direto ndo competitivo do metabolismo (MAIORELLA; BLANCH; WILKE,
1983). Como resultado, as velocidades de crescimento celular e de producdo de etanol

diminuem, limitando a produtividade do processo.

Assim, torna-se necessario iniciar o processo fermentativo empregando mosto em
concentracBes relativamente diluidas, para alcancar a conversdo completa dos acucares
presentes num intervalo de tempo razoavel (TAYLOR et al., 1995). Com isso, um grande
volume de agua é inserido no processo fermentativo, tornando-se necessario o uso de dornas

com grandes volumes a fim de assegurar alta producéo temporal de etanol.
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Outra consequéncia da baixa concentracdo de etanol no vinho é durante a etapa de
destilacdo, a qual apresenta uma elevada demanda energética (aproximadamente 2,6 kg de
vapor por kg de etanol produzido) para obtencdo de etanol hidratado ou anidro (EZEJI;
QURESHI; BLASCHEK, 2003; MOHANA; ACHARYA; MADAMWAR, 2009;
MORANDIN et al., 2011).

Apds a fermentacdo, o vinho é destilado, originando uma mistura azeotrépica de
etanol hidratado 95% (v/v). Ao final da destilacdo é gerado um grande volume de vinhaca, um
residuo com elevada demanda bioquimica de oxigénio e rico em minerais, como potassio,
calcio, magnésio, nitrogénio e fésforo (MOHANA; ACHARYA; MADAMWAR, 2009;
AMORIM et al., 2011).

Uma forma de diminuir o efeito da inibicdo e obter um elevado rendimento ¢é a
utilizacdo da fermentacdo extrativa com arraste gasoso, onde parte do etanol é extraido do
caldo de fermentacdo durante o processo (CARDONA; SANCHEZ, 2007; SCHUGERL,
2000; TAYLOR et al., 1995). O arraste gasoso utilizado durante a fermentacdo € um metodo
atraente para a producdo em larga escala, devido a sua relativa simplicidade e a possibilidade

de empregar como gas de arraste o didxido de carbono gerado na propria fermentacao.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Baseado no que foi exposto, a presente tese de doutorado teve como objetivo geral
estudar a producdo de etanol de sacarose empregando fermentacdo extrativa com arraste de
etanol por diéxido de carbono. Para avaliar o efeito da remocdo de etanol durante a
fermentacdo foram realizadas as modelagens das fermentages extrativas em batelada e em
batelada alimentada, considerando a remog&o de etanol por arraste gasoso. A partir dos modelos
obtidos foram realizadas simula¢fes para avaliar o comportamento das fermentacfes com

remocao de etanol, bem como a otimizacdo do processo em batelada alimentada.

1.2.2 Etapas

As etapas desenvolvidas que levaram a conquista do objetivo geral foram as seguintes:

> Avaliacdo experimental e modelagem do arraste de etanol de solucGes
hidroalcoolicas com COy;
» Modelagem matematica e a simulacdo da producdo de etanol do processo
fermentativo em batelada, considerando a remocdo de etanol por arraste com CO»,
> Verificacdo experimental do efeito da remogéo de etanol por arraste gasoso durante
a fermentacédo em batelada,

» Modelagem matematica do processo fermentativo em batelada alimentada,
considerando a remocéo de etanol por arraste com CO»,

» Simulacdes da fermentacdo extrativa em batelada alimentada,

» Verificacdo experimental do efeito da remocdo de etanol durante a fermentacao
extrativa em batelada alimentada,

» Otimizacdo da fermentacdo extrativa em batelada alimentada empregando CO,
como gas de arraste visando empregar mosto concentrado;

» Validacdo experimental das condi¢es otimizadas da fermentacdo extrativa de
etanol.
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1.3 Estrutura da tese

A presente tese encontra-se dividida em oito capitulos, a saber:

» Capitulo 1. Introducéo e Objetivos do trabalho

» Capitulo 2. Revisdo Bibliografica

» Capitulo 3. Estudo do arraste de etanol de solugdes hidroalcodlicas com CO,

> Capitulo 4. Producdo de etanol por fermentacdo extrativa em batelada com arraste de
etanol por CO,: modelagem e validagéo experimental

> Capitulo 5. Producdo de etanol por fermentagdo extrativa em batelada alimentada com
arraste de etanol por CO,: modelagem e validagdo experimental

» Capitulo 6. Otimizacdo da producdo de etanol por fermentacdo extrativa em batelada
alimentada utilizando CO, como gas de arraste

» Capitulo 7. Conclusdes

» Capitulo 8. Sugestdes para trabalhos futuros

» Referéncias Bibliograficas
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2.1. Producéo de Etanol no Brasil

No Brasil, o uso do alcool combustivel teve inicio por volta de 1900, mas
somente em meados da década de 1970 com a crise do petroleo e a criacdo do Programa
Nacional do Alcool (Prolcool), a producdo em larga escala de alcool combustivel passou a

ser estimulada.

Atualmente, o Brasil € o segundo maior produtor mundial de etanol, tendo em
primeiro lugar os Estados Unidos (IBETO; OFOEFULE; AGBO, 2011). A producéo
industrial de etanol ocorre principalmente por via fermentativa. Um dos fatores que torna a
producdo de etanol por fermentacdo mais econdmica é o grande nimero de matérias-primas
naturais existentes em todo o pais. Qualquer matéria que contenha agucar ou outro carboidrato
constitui-se em matéria-prima para obtencdo de etanol, o qual é produzido principalmente por
meio da conversdo de agucares, de amido ou celulose (AQUARONE et al., 2001; SZWARC,
2008).

Do ponto de vista de fermentagéo, as matérias-primas podem ser agrupadas em
diretamente fermentesciveis, que ndo necessitam de conversdo prévia do carboidrato e as
indiretamente fermentesciveis, que precisam sofrer conversao previa do carboidrato antes da

fermentacdo de modo a torna-lo assimilavel pela levedura (MENEZES, 1980).

O acucar é a materia-prima que possui 0 método de producdo de etanol mais
simplificado, pois a fermentacdo ocorre de maneira direta, sem necessitar de outras etapas
quimicas ou bioldgicas de preparo do substrato. Ja o amido, pelo fato de ser um
polissacarideo, necessita de pré-tratamento, como cozimento e hidrélise enzimatica, a fim de
formar monossacarideos os quais serdo fermentados até a formacdo do etanol. Por fim, o
material lignocelulésico, assim como o amido, também é um polissacarideo e necessita da
hidrolise enzimatica ou quimica para a formacdo de monossacarideos fermentaveis para a
producdo de etanol (NIGAN e SINGH, 2011; BALAT e BALAT, 2009).

No Brasil, a principal fonte de matéria-prima empregada na producéo de etanol
¢ a cana-de-agcucar. A cana se destaca como a principal matéria-prima utilizada na
fermentacdo alcodlica, devido a sua disponibilidade e custo, bem como por ser uma fonte rica
de carbono com elevada concentragdo de agucares. Além disso, estudos comprovam que a

cana possui maior produtividade anual em etanol por area colhida, se comparada a outras



23

fontes de acucares (ATALA, 2004). De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento
— Conab (2015), durante a safra 2015/2016 658,7 milhdes de toneladas de cana-de-agUcar
foram moidas no setor sucroalcooleiro, resultando em uma producdo de 34,6 milhdes de
toneladas de agtcar e um volume de etanol de 29,21 bilhGes de litros de etanol. Deste total,
11,03 bilhdes de litros foram de etanol anidro (utilizado na mistura com a gasolina) e 18,19
bilhdes de litros de alcool hidratado (utilizado nos veiculos flex fuel). A regido sudeste foi
responsavel por 58,1% do total de etanol produzido no pais e com destaque para o estado de
Sé&o Paulo que sozinho produziu cerca de 13,84 bilhdes de litros, 47,4% de etanol na safra.

Nas destilarias brasileiras, o etanol é produzido pela fermentacdo de mostos
preparados a partir da mistura de caldo de cana-de-acUcar ou dgua e melaco em diferentes
proporcoes de modo a se obter uma concentracao total de acucares fermentaveis de cerca de
20°Brix (180 g.L™ de sacarose, considerando 90% de pureza) (BASSO; BASSO; ROCHA,
2011).

O melaco de cana € um subproduto da producéo de agucar, apresenta em sua
composicao, agua, carboidratos fermentesciveis (cerca de 45-60% de sacarose e 5-20% de
glicose e frutose), compostos ndo agucarados de origem organica (aminoacidos, vitaminas e
proteinas) e minerais (BASSO; BASSO; ROCHA, 2011).

O processo integrado de producéao de agucar e etanol é o mais empregado pelas
industrias sucroalcooleiras no Brasil. Cerca de 70% das instalagdes industriais sdo plantas
produtoras de aglcar com destilarias anexas e as demais sdo destilarias autbnomas. Além do
acucar e do etanol, a energia elétrica também passou a fazer parte dos produtos gerados no
setor sucroalcooleiro (HENDLER, 2011).

A Figura 2.1 ilustra como as partes deste sistema se relacionam. As operacdes
de recepcdo e preparo da cana, extracdo, tratamento e concentracdo do caldo sao

essencialmente as mesmas tanto para a producédo do etanol, como para a producdo do acucar.
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Figura 2.1 - Diagrama esquematico de uma planta industrial sucroalcooleira com as
principais etapas da producdo de agUcar, etanol e energia elétrica.
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Fonte: Adaptado de Hendler (2011).

2.2 Formas de conducdo dos processos fermentativos para producao de
etanol

Os processos fermentativos podem ser classificados de acordo com a forma
que o substrato é adicionado e o produto € retirado do fermentador. De acordo com Schmidell
e Facciotti (2001), entre as formas de operacdo de reatores bioldgicos, tem-se a batelada,
batelada alimentada e continua. Estas modalidades podem ter recirculacdo de células ou néo.
O reciclo das células visa reduzir o tempo gasto em certas etapas como de preparagdo de um
indculo. Neste caso, faz-se a separacdo das células utilizando centrifugas e estas sédo

recicladas & dorna de fermentacdo. A preparacdo de inoculos a cada fermentacdo leva a um
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grande dispéndio de tempo, além de ter excesso de manipulagdo (SCHMIDELL e
FACCIOTTI, 2001).

2.2.1 Processo em Batelada

Durante uma fermentacdo em batelada, ndo ha entrada nem saida de massa da
dorna, a menos de antiespumante e de gases. Se ndo ocorrer retirada de amostras ou

evaporacéo de produto, o volume reacional permanece constante durante o processo.

O processo de fermentacdo em batelada classico foi muito empregado na
producdo de etanol nas destilarias brasileiras até o inicio dos anos 60. Este processo pode ser
operado no sistema de cortes ou no sistema de cultura pura (pé-de-cuba). O sistema de cortes
consiste em realizar a primeira fermentacdo, entdo o volume do caldo é dividido em duas
dornas, completando o volume de ambas com mosto e deixando fermentar até o término do
substrato. No sistema de cultura pura, em cada fermentacdo se utiliza uma nova cultura pura,
a qual é adicionada ao mosto até completar o volume da dorna e deixando fermentar
(TOSETTO, 2002).

Para cada batelada o reator tem que ser limpo, 0 mosto e o inoculo devem ser
carregados ao sistema para dar inicio ao processo fermentativo. Assim, 0s processos em modo
batelada demandam tempo muito longo (MAIORELLA; BLANCH; WILKE, 1981).

2.2.2 Processo em Batelada Alimentada (Fed-batch)

Este processo, é uma variante do processo em batelada (TOSETTO, 2002).
Este tipo de processo consiste na adicdo de um ou mais nutrientes no fermentador durante o
cultivo e os produtos formados permanecem no fermentador até o final do processo. Na
batelada alimentada, pode-se realizar o controle da vazao de alimentacdo do substrato com a
finalidade de controlar sua concentracdo no biorreator e deslocar o metabolismo microbiano
para uma determinada via de interesse, na qual ocorre maior formacdo do produto de
interesse. A vazdo de alimentacdo pode ser constante ou variar com o tempo e a adi¢do de
substrato pode ser de forma continua ou intermitente. Uma vazdo de alimentacdo €
estabelecida de forma que ao final do processo seja completado o volume util do reator
(CARVALHO e SATO, 2001).
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A Figura 2.2 ilustra os perfis tipicos de substrato, do produto e do volume de
um processo em batelada alimentada.

Figura 2.2 - Perfis de substrato, produto e volume de um processo em batelada
alimentada. V: volume de meio, S: concentracdo de substrato, MP: massa de produto
em funcdo do tempo para um processo em batelada alimentada com vazdo de
alimentacdo constante, TE: tempo de enchimento da dorna em horas e TF: tempo de
fermentacao.

v

Ry =ik
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Uma inovacdo do processo de fermentacdo alcoolica em batelada alimentada
foi o emprego da etapa de tratamento acido do creme de levedura. Esta etapa tem como
finalidade eliminar contaminantes e possibilitar a utilizacdo deste como indculo para o
proximo ciclo de fermentacdo. Neste caso, hd o reaproveitamento das células de levedura, as
quais sdo separadas do vinho por centrifugacdo (STECKELBERG, 2001). O processo “Melle-
Boinot” no qual se recicla as leveduras foi introduzido com o intuito de aumentar a
produtividade do processo fermentativo em relacdo a operacdo em batelada, a qual apresenta
baixa produtividade.

Segundo Tosetto (2002), o processo fermentativo em batelada alimentada
apresenta algumas vantagens como:

e economia de acucar, devido a menor reproducao celular,

e elevado rendimento em etanol;

e eliminacdo de contaminantes pela centrifugacdo do vinho;

e fermentacdo mais pura, devido ao tratamento acido do creme de levedura;

e eliminacdo do emprego de cultura pura no preparo do pé-de-cuba, reduzindo a

complexidade do processo fermentativo.
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Na Figura 2.3 ¢é apresentado o0 esquema do processo fermentativo em batelada

alimentada.

Figura 2.3 - Esquema simplificado do processo de fermentacdo em batelada

alimentada.
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Fonte: Adaptado de Reis (2011).
2.2.3 Processo Continuo

Segundo Carvalho (1996) com o esgotamento tecnolégico do processo batelada

alimentada, a fermentacéo alcodlica continua surgiu como uma alternativa industrial viavel.

O processo de fermentacdo continuo se caracteriza por possuir uma
alimentacdo continua de meio de cultura (mosto) a uma determinada vazdo constante, sendo o
volume de reacdo mantido constante através da retirada continua de caldo fermentado
(FACCIOTTI, 2001). Neste processo, 0 volume de meio no fermentador deve ser mantido
constante para que o sistema atinja a condicdo de estado estacionario, condicdo na qual as
variaveis (concentracdo de células, de substrato limitante e de produto) permanecem
constantes ao longo do tempo de operacdo do sistema. A producdo de etanol empregando
sistemas continuos pode ocorrer com tanques ligados em série ou tanques individuais e com

ou sem recirculacdo das células de levedura.
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Segundo Facciotti (2001), entre as grandes vantagens do modo continuo de
operagéo estéo:
e reducédo de tempos mortos, levando a um aumento na produtividade;
e obtencdo de um meio fermentado mais uniforme, o que facilita o processo de
recuperagéo do produto;
e maior facilidade de utilizacéo de controladores;

e reducdo de mao-de-obra empregada no processo.

O processo de fermentacdo alcodlica continua pode ser dividido em 3 partes:
unidade de tratamento acido, unidade de separacdo de células de leveduras e fermentadores.

Na Figura 2.4 é apresentado o esquema do processo fermentativo em modo

continuo.

Figura 2.4 - Esquema simplificado do processo continuo de fermentacao.
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Fonte: Adaptado de Reis (2011).

2.3 Processo fermentativo industrial

Nas destilarias brasileiras, o etanol é produzido por fermentacdo de mostos

preparados a partir de misturas de caldo de cana-de-aclcar e melaco em proporcoes
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diferentes, a fim de se obter uma concentragdo de aguUcares fermentesciveis com cerca de
20°Brix (BASSO; BASSO; ROCHA, 2011).

Aproximadamente, 85% das destilarias utilizam o processo fermentativo em
batelada alimentada, enquanto que apenas 15% operam com o0 modo continuo (GODOY et al.,
2008). A fermentacdo € realizada em dornas de grande volume e a levedura é reciclada no
processo, 0 que resulta em uma alta densidade celular no fermentador (10-15% m/v)
(GODOQY et al., 2008). As fermentacdes sdo realizadas simultaneamente em varias dornas
durante um periodo de 6 a 12 horas, com temperaturas na faixa de 32-35 °C. A concentracao
final de etanol no caldo de fermentacdo € de até 11°GL (% v/v), 0 que corresponde a um
rendimento médio de etanol entre 90-92% em relacdo ao tedrico ( WHEALS et al., 1999;
AMORIM et al., 2011).

Apos a fermentacdo, o mosto fermentado € centrifugado para remocdo das
leveduras e na sequéncia o vinho delevedurado segue para a etapa de destilacdo. O
concentrado de celulas de levedura recebe um tratamento com acido sulfurico, visando reduzir
a contaminacdo bacteriana. ApOs 2-3 h, as células de levedura retornam as dornas de
fermentacao para iniciar um novo ciclo (AMORIM et al., 2011). Assim, grandes quantidades
de biomassa de levedura séo recicladas diariamente nas destilarias. Ao longo da safra que
dura de 200 a 300 dias, as células de levedura s&o recicladas de 400 a 600 vezes (AMORIM et
al., 2011).

Segundo Amorim et al. (2011), em razdo do baixo teor de etanol no vinho, ao
final da fermentacdo sdo gerados grandes volumes de vinhaca, cerca de 12 litros de vinhaca

para cada litro de etanol produzido.

A vinhaca, principal residuo gerado nas destilarias, apresenta caracteristicas
como elevada demanda bioquimica de oxigénio (variando de 20.000 a 35.000 mg.L™), grande
quantidade de matéria organica, alta temperatura na saida dos destiladores (85 a 90°C), as
quais fazem da vinhaca um residuo com grande poder poluidor quando descartada
diretamente na 4gua. Sua composicao € extremamente variavel, mas, basicamente, apresenta-
se como uma suspensdo aquosa contendo s6lidos organicos e minerais. E formada por 93,5%
de agua, 4,6% de matéria organica e 1,9% de substancias minerais (ANA, 2009; GASI e
SANTOS, 2000; CETESB, 1986; ROSSETO, 1987). Com relacdo a composicdo, a vinhaca
apresenta fosforo, nitrogénio, potéssio, oOxidos, sulfatos, substancias estas necessarias a

recomposicdo dos solos agricolas da agroinddstria (SILVA e CABEDA, 2006).
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A vinhaca tem sido usada como alternativa parcial para substituicdo da
adubacg@o mineral em lavouras, principalmente de cana-de-agtcar (CRISPIM, 2000; LEONEL
et al., 1999).

Quando aplicada no solo, a vinhagca promove melhoria da fertilidade,
entretanto, as quantidades aplicadas ndo devem ultrapassar a capacidade do solo em reter ions,
isto é, as dosagens devem ser mensuradas de acordo com as caracteristicas de cada solo. O
solo possui quantidades desbalanceadas de elementos minerais e organicos, podendo ocorrer a
lixiviacdo de varios destes ions, sobretudo do nitrato e do potassio (SILVA; GRIEBELER,;
BORGES, 2007).

2.4 Bioquimica da fermentacéao alcoolica

Bioguimicamente, a fermentacdo alcoodlica € um processo de conversdo
anaerdbia da glicose em etanol, realizado principalmente pela levedura Saccharomyces
cerevisiae (BASTOS, 2010).

Segundo Amorim et al. (1996), a levedura realiza a fermentacao dos agucares
com o objetivo de conseguir a energia quimica necessaria a sua sobrevivéncia, sendo o etanol

apenas um subproduto desse processo.

O etanol apenas pode ser formado pelas leveduras a partir de monossacarideos,
sendo portanto necessario decompor a sacarose (Ci,H,,011) em D-glicose e D-frutose
(CeH120¢).

O processo bioquimico pelo qual ocorre a fermentacdo alcoolica pode ser
divido em duas etapas. Na primeira etapa ocorre a hidrolise da sacarose (Figura 2.5),
convertendo-a em glicose e frutose pela acdo da enzima invertase expressada pela levedura
Saccharomyces cerevisiae (LOPES e BORGES, 2009).
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Figura 2.5 — Reag&o de hidrolise da sacarose pela enzima invertase em meio aquoso.
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Fonte: Adaptado de Torres e Marzzoco (1999).

Em uma segunda etapa, as moléculas de hexose (glicose e frutose) formadas
pela inversdo ou ja presentes no mosto sdo submetidas a fermentagdo, num processo
anaerobio em que se transformam em &lcool etilico e dioxido de carbono, conforme a
Equacéo (2.1) (LOPES e BORGES, 2009).

CeH1206 ——> 2C,HsOH + 2CO, + 25,0 cal/mol (2.1)
(hexose) (etanol) (dioxido de carbono)

Pela estequiometria da reacdo, o coeficiente de rendimento tedrico da
fermentacao alcoolica é 0,511 kg de etanol por kg de hexose consumida e de 0,489 kg de CO,
por kg de hexose. Porém, na pratica, este valor ndo é observado devido a utilizacdo de parte
da hexose para o crescimento celular e producéo de outros compostos como glicerol e alcoois

superiores, substancias necessarias para sintese de material celular e manutencéo da levedura.

2.5 Fatores que afetam a fermentacéo alcodlica

Durante a producdo de etanol, alguns fatores podem afetar negativamente o
processo fermentativo, entre eles as altas concentragdes de etanol, temperatura elevada,

concentracdo de substrato, pH e a contaminac¢do bacteriana.
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2.5.1 Etanol

O etanol acumulado no caldo durante a fermentacéo é o principal componente
toxico para a levedura (MAIORELLA; BLANCH; WILKE, 1983). Em concentragdes acima
de 40 g.L™, o etanol passa a afetar o crescimento celular e consequentemente a velocidade de
producdo de etanol reduzindo, portanto, a produtividade volumétrica do processo (AIBA;
SHODA; NAGATANI, 1968).

De acordo com Lloyd et al. (1993) e Ly; Block; Longo (2002), uma
concentracdo de etanol no caldo de fermentacdo superior a 8% v/v (cerca de 63 g.L™) pode
causar danos nos lipideos da membrana das células e em outras organelas. Em concentracfes
de etanol em torno de 95 g.L™ o crescimento celular das leveduras é completamente inibido
(MAIORELLA; BLANCH; WILKE, 1984).

2.5.2 Temperatura

De acordo com Albers et al. (2002), o calor liberado na converséo da glicose
(CeH1206) em etanol (C2Hs0H) e CO2 é de 697,7 ki/kg de glicose consumida. Devido a essa
caracteristica exotérmica, a temperatura da fermentacdo deve ser controlada para garantir a

produtividade esperada e evitar a proliferacdo de bactérias contaminantes.

As fermentac@es industriais devem ser conduzidas com temperatura na faixa de
32-35 °C (WHEALS et al., 1999). No entanto, a temperatura de fermentacdo em unidades
industriais produtoras de etanol pode ultrapassar 40 °C em casos de controle ineficiente da
temperatura (RIVERA et al., 2006). Em temperaturas elevadas, a levedura torna-se mais
vulnerdvel a toxidez exercida pelo etanol produzido, ocasionando queda na viabilidade
(LOPES e PARAZZI, 2007).

Na maioria das destilarias brasileiras, o resfriamento das dornas de
fermentacdo é realizado na parte externa da dorna. O meio reacional a alta temperatura e a
utilidade fria gerada por um sistema de resfriamento trocam calor entre si em um trocador de
calor de placas em circuito fechado. O sistema de resfriamento é, em geral, composto por
torres de resfriamento que suprem utilidade fria a uma temperatura dependente da temperatura
de bulbo imido das condigdes climéticas locais (MAGAZONI, 2011).
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2.5.3 Substrato

A levedura também sofre inibicdo pelo substrato. As linhagens de leveduras
normalmente utilizadas nos processos industriais apresentam uma osmotolerancia limitada. O
estresse induzido pelo aumento da osmolaridade externa leva a reducdo do crescimento e
perda da viabilidade celular, devido as perturbacfes no gradiente osmdtico através da
membrana plasmatica (DIAS, 2008; SOUZA, 2009; SCHULZ, 2010). De acordo com
Thatipamala; Rohani; Hill (1992), os efeitos inibitorios sdo observados em concentracfes de
substrato acima de 150 g.L™. O emprego da fermentacdo em batelada alimentada possibilita
contornar a inibicdo pelo substrato, uma vez que na fermentagdo industrial a concentracao
méxima do substrato na dorna normalmente nio excede 70 g.L™ (BASSO; BASSO; ROCHA,
2011).

2.5.4 pH

O pH é um fator significativo para as fermentacdes industriais devido a sua
importancia, tanto no controle da contaminacdo bacteriana, quanto ao seu efeito sobre o
crescimento da levedura, velocidade de fermentagéo e formacédo de subprodutos (AMORIM et
al., 1996). O pH 6timo utilizado nas usinas fica na faixa de 4 a 5. Nos mostos industriais, 0s

valores de pH geralmente se encontram na faixa de 4,5 a 5.

Nos processos industriais, um tratamento é realizado para reutilizacdo das
leveduras, onde &cido sulfurico € utilizado durante uma ou duas horas para reducdo da
contaminacdo microbiana mantendo o pH no tanque de tratamento na faixa de 2 a 3 (LIMA;
BASSO; AMORIM, 2001; ROMAO, 2011). Assim, mesmo que esse tratamento seja
estressante para a levedura, o uso de acido é benéfico ao processo, devido a reducao

significativa no nimero de bactérias contaminantes (AMORIM et al., 1996).

2.4.5 Contaminacdo bacteriana

Quando as condicGes de temperatura, acidez, concentracdo de acUcares,
qualidade da cana, assepsia, preparacdo do indculo e do mosto sdo improprias, outros tipos de
microrganismos podem se desenvolver na dorna de fermentacdo. Esses microrganismos

competem com as leveduras pelo mesmo substrato, gerando subprodutos inibidores do
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crescimento da levedura (DARE, 2008).

Dentre o0s inconvenientes causados pelos contaminantes, destacam-se 0
consumo de agUcar, a inversdo da sacarose, 0 aumento da acidez, a producdo de biopolimeros

(gomas), a floculagéo de leveduras e a formacao de espumas (LOPES e PARAZZI, 2007).

As bactérias lacticas, que sdo os principais contaminantes da fermentacdo,
produzem &cido lactico e acético que tornam o meio estressante para as leveduras que passam

a produzir menos etanol e mais biomassa (DARE, 2008).

2.6 Cinética da fermentacao alcoolica

Segundo Andrietta, Migliari e Andrietta (1999), o conhecimento da cinética é
essencial para o entendimento das velocidades de transformacdo que ocorrem nas dornas de
fermentacdo. O intuito do estudo da cinética de processos microbianos é de quantificar as
velocidades de crescimento celular, consumo de substrato, formagdo de produtos e demais
parametros relacionados. A partir deste estudo, pode-se compreender ainda a influéncia em
que fatores como pH, temperatura, agitacdo, inibidores, entre outros podem exercer na

cinética da fermentacéo.

O conhecimento da cinética do processo de fermentacdo alcoolica é
imprescindivel ndo somente para a correcdo de falhas, mas também para elaborar uma
estratégia de controle eficiente para as unidades industriais de producdo de etanol visando
sobretudo, maximizar suas eficiéncias (ANDRIETTA, 1994).

A producdo de um dado metabdlito pode estar intimamente associada ao
crescimento celular, de forma que somente havera formacdo de produto quando ocorrer
crescimento. Ha trés possibilidades de ocorréncia de produto em fermentacGes: producao
associada ao crescimento (Tipo 1), producdo parcialmente associada ao crescimento (Tipo 2)
e producdo dissociada do crescimento (Tipo 3), conforme ilustrado na Figura 2.6, sendo “P”,
o produto e “X”, as células (BASTOS, 2010).
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Figura 2.6 - Classificacdo de crescimento associado a formacéo de produtos, sendo (a)
Producédo associada ao crescimento (Tipo 1), (b) Produgéo parcialmente associada ao
crescimento (Tipo 2) e (c) Producéo dissociada ao crescimento (Tipo 3).

C Cr ¢ Cp O Cp

(@) (b) (c)

Luedecking e Piret (1959) propuseram o modelo descrito pela Equacéo (2.2)
para representar a formacéo do produto em reator batelada:

Ip = a.ry + B.Cx (2.2)

termo de produgio termo de produgio
assocido ao assocido a
crescimento massa celular

Assim,

Tipo 1: pp = a. uyx (2.3)
Tipo 2: pup = o pux + B (2.4)
Tipo 3: up =B (2.5)

O modelo de Luedecking-Piret € o que apresenta maior aplicacdo para explicar
0 surgimento do produto. Microrganismos “Tipo 1” sdo aqueles em que o termo associado ao
crescimento (o) € muito superior ao termo associado a quantidade de biomassa (p) e reflete os
casos em que o surgimento do produto esta fortemente associado ao crescimento celular. Por
outro lado, 0s microrganismos “Tipo 3” sdo aqueles em que o parametro 3 € muito superior a
a, caracterizando a producdo de metabolitos secundarios ou surgimento de produtos na fase
estacionaria de crescimento. Os microrganismos do “Tipo 2” apresentam um comportamento

intermediario (BASTOS, 2010).

A producdo de etanol pelas leveduras Saccharomyces cerevisiae €
caracterizada pelo Tipo 1, onde a producdo de etanol esta associada ao crescimento celular, ou

seja, a geracdo do etanol ocorre simultaneamente ao processo de multiplicagao celular.
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2.7 Modelagem da fermentacao alcodlica

O uso da modelagem matematica diminui os custos do desenvolvimento do
processo de fermentacdo alcodlica, pois reduz o trabalho experimental desnecessario e
permite o estudo dos varios parametros do processo e as interacfes destes por meio de
simulacdo. Além disso, fornece uma melhor compreensdo do processo, o que é Util para uma
etapa posterior de otimizagéo e controle do processo fermentativo (WANG, 2000 e RIVERA
et al., 2006).

Pelo ponto de vista conceitual, a descricdo da fase celular em um modelo pode
ser feita com diferentes graus de complexidade. Os modelos cinéticos normalmente usados
em fermentag¢6es podem ser divididos em (BONOMI e SCHMIDELL, 2001):

Modelos ndo estruturados: o material celular é representado por uma Unica variavel
(massa celular ou numero de células), sem considerar variacbes de componentes

intracelulares, ou usar tais variaces na previsdo do comportamento cinético do processo.

Modelos estruturados: as células sdo descritas com maiores detalhes, considerando o0s
componentes intracelulares, permitindo descrever o estado das células e sua adaptacéo as

mudancas do meio ambiente.

Quanto a heterogeneidade da populacdo microbiana, os modelos cinéticos também séo

classificados em duas categorias, descritas a seguir.

Modelos nédo segregados: a populacdo celular é considerada homogénea, isto €, todas

as células apresentam 0 mesmo comportamento.

Modelos segregados: as células sdo consideradas discretas, como individuos de uma
populacdo heterogénea, com distribuicdo de idade, de tamanho e de propriedades celulares
(BONOMI e SCHMIDELL, 2001).

De acordo com Bonomi e Schmidell (2001), os modelos segregados e
estruturados oferecem uma descricdo mais detalhada do comportamento cinético do processo
fermentativo que os ndo segregados e 0s ndo estruturados, mas a custa de maior complexidade
e maior esforco computacional. Porém, em muitos casos, a qualidade e a reprodutibilidade

dos resultados obtidos ndo justificam a complexidade e a perda de generalidade introduzida.
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Assim, a complexidade da descricdo cinética que é requerida e apropriada
depende das situacbes fisicas e da aplicacdo pretendida. Ndo € possivel ou praticavel a
formulacdo de um modelo que inclua todas as caracteristicas e detalhes celulares. O modelo
deve ser formulado a partir de algumas aproximagdes (STREMEL, 2001).

A fermentacdo alcoodlica apresenta uma cinética complexa, onde a velocidade
de fermentagdo muda continuamente com o consumo do substrato e formagdo do produto.
Assim, os modelos do tipo ndo-estruturado e ndo-segregado sdo o0s mais encontrados na
literatura para descrever a fermentacdo alcodlica (MOULIN et al., 1980). No entanto, a
imprecisdo que possa ocorrer, devido ao uso desses modelos mais simples € compensada pela
facilidade de obtencdo e diminuicdo do nUmero de pardmetros cinéticos necessarios
(ANDRIETIA, 1994).

2.7.1 Modelos cinéticos de crescimento celular

Na literatura estdo disponiveis varios modelos cinéticos de crescimento celular
ndo estruturados e ndo segregados. Esses modelos podem ser divididos em dois grupos: 0s
livres de inibicédo; e os que consideram a parcela de inibicéo pelo substrato (S), produto (P) ou
mesmo pelas préprias células (X). Na sequéncia s@o apresentados alguns desses modelos
(BADINO e CRUZ, 2012).

2.7.1.1 Modelos cinéticos sem inibicao

Modelo de Monod (1942):
C
H= p—max.KSTSCS (2.6)

onde:
tmax € a velocidade especifica méxima de crescimento celular (h™);
Cs é a concentracdo de substrato limitante (g.L™);

Ks é a constante de saturacéo (g.L™);

Modelo de Moser (1958):

u

C
K = Hmax. KSTSCE‘ (2.7)
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onde:

Lmax € a velocidade especifica maxima de crescimento celular (h™);
Cs é concentracdo de substrato limitante (g.L™);

Ks é a constante de saturacdo (g.L™);

u é uma constante cinética do modelo.

Modelo de Contois (1959):
— Cs
M= Mmax o (2.8)

onde:

Cs ¢ a concentragdo de substrato limitante (g.L™);
Cx é a concentragao celular (g.L™);

Ks é a constante de saturacdo (g.L™);

2.7.1.2 Modelos cinéticos com inibicéo

A presenca de um inibidor no meio reacional diminui a velocidade especifica
de crescimento celular (). O inibidor pode ser o proprio substrato limitante (S), um produto

gerado pelas células ou até a presenca das células em alta concentracdo no meio fermentativo.

a) Inibicao pelo substrato
Modelo de Andrews (1968):

Este é o modelo mais aceito para descrever a inibicdo pelo substrato. E também

conhecido como modelo de Monod com inibigédo pelo substrato.

M = Hmax ch (2.9)
Ks+Cs+i -
onde:
umax: Velocidade especifica méxima de crescimento celular (h™);
Cs é concentracéo de substrato limitante (g.L™);
Ks: constante de saturacéo (g.L™);

Kis: constante de inibicdo pelo substrato (g.L™);
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Modelo de Wu (1988):

C
H = Hmax —SV (210)

Ks+Cs+Cs.<;—[ss)

onde:

max: Velocidade especifica maxima de crescimento celular (h™);
Cs é concentracdo de substrato limitante (g.L™);

Ksé a constante de saturagdo (g.L™);

Kis € a constante de inibicdo pelo substrato (g.L™);

v é uma constante do modelo (-).

b) Inibicéo pelo produto

Modelo de Aiba (1968):

C -
H = Hmax stcs e(~Kip-Cp) (2.11)

onde:

tmax: Velocidade especifica maxima de crescimento celular (h™);
Cs é concentracdo de substrato limitante (g.L™);

Ks: constante de saturagdo (g.L™);

Kip é a constante de inibicdo pelo produto (g.L™);

Cp é a concentracdo de produto (g.L™?).
Modelo de Levenspiel (1980):
Cs cp\"
M= Hmax oo (1 - g) (2.12)

onde:

umax: Velocidade especifica méxima de crescimento celular (h™);
Cs é concentracéo de substrato limitante (g.L™);

Ks: constante de saturagdo (g.L™);

Cp é a concentracdo de produto (g.L™);

C, € a concentracdo maxima de etanol a partir da qual cessa o crescimento celular (g.L™Y);
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n € uma constante adimensional.

Modelo de Hoppe e Hansford (1982):

Cs Kip (2.13)

H = Hmax Ks+Csg ) Kip+Cp

onde:

umax: Velocidade especifica méxima de crescimento celular (h™);
Cs é concentragdo de substrato limitante (g.L™);

Ks: constante de saturacdo (g.L™);

Cp é a concentragdo de produto (g.L™).

K;p é a constante de inibicao pelo produto.

¢) Inibicéo por células

Modelo de Lee (1983):

C cx\™
H= Umaxl<s_+scs- (1 - _X) (2.14)

Cx

onde:

tmax: Velocidade especifica maxima de crescimento celular (h™);
Cs é concentracéo de substrato limitante (g.L™);

Ks: constante de saturagdo (g.L™);

Cx é a concentracdo celular (g.L™);

Cx € a concentragio maxima de celulas a partir da qual cessa o crescimento celular (g.L™);

d) Inibicdo mista

O comportamento cinético de alguns bioprocesso pode ser explicado pela
ocorréncia de inibicdo mista envolvendo substrato/produto, substrato/células, produto/células

ou até substrato/produto/células.

Modelo de Andrews (1968)/Levenspiel (1980):

C cp\"
o= iy —— (1 - Z) (2.15)

s Cp
Kg+Cg+—>=- P
Kis
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onde:

umax: Velocidade especifica méxima de crescimento celular (h™);

Cs é concentracdo de substrato limitante (g.L™);

Ks: constante de saturacdo (g.L™);

Kis: constante de inibicdo pelo substrato (g.L™);

Cp é a concentragdo de produto (g.L™?).

C, € a concentragdo maxima de etanol a partir da qual cessa o crescimento celular (g.L™;

n: constante adimensional.

Modelo de Andrews (1968)/Hoppe e Hansford (1982):

Cs Kip

¢t "Kip+C
S 1P P
Kg+Cs+—=>
S S Kis

K= Kmax (2.16)

onde:

tmax: Velocidade especifica maxima de crescimento celular (h™);
Cs é concentracdo de substrato limitante (g.L™);

Ks: constante de saturagdo (g.L™);

Kis: constante de inibicdo pelo substrato (g.L™);

K;p é a constante de inibicao pelo produto;

Cp é a concentracdo de produto (g.L™?).

2.8 Fermentacdo Extrativa

Em esséncia, a fermentacdo extrativa € um processo onde um produto
potencialmente inibitério é continuamente removido do meio de fermentacdo. A remoc¢édo do
inibidor possibilita vantagens importantes para o0 processo como, por exemplo, o aumento da
produtividade do processo. Como exemplos classicos de processos onde é observada a
inibicdo pelo produto, pode-se citar a producdo de alcoois combustiveis, como o butanol e,

principalmente, o etanol, foco do presente estudo.

2.8.1 Formas de remocéo do produto inibidor

Dentre as vérias tecnicas de separacdo que podem ser utilizadas durante a



42

fermentacdo extrativa para remocgdo do etanol, pode-se citar o uso de vécuo, perstracéo,
extracdo liquido-liquido, adsorgdo e arraste gasoso. Na sequéncia, essas técnicas serdo melhor
explicadas.

Flash a vacuo: No sistema flash a vacuo, o fermentador mantido a pressdo
atmosférica é conectado a um tanque flash a vacuo. Atala (2004) estudou um sistema de
fermentacdo continua com extracdo a vacuo do etanol. Para realizar a remoc¢éo do etanol foi
empregado um tanque flash a vacuo. Quando o caldo rico em etanol entra no tanque flash,
uma fracdo do etanol, que € mais volatil, evapora e, posteriormente, é condensado em outro
reservatério. Com a remoc¢do do etanol durante a fermentacdo, foi possivel alimentar o
fermentador com um mosto mais concentrado em acgucar. A fermentacdo extrativa com
remocdo do etanol por flash possibilitou manter a concentracdo de etanol no caldo em até 40
g.L™, mesmo com alimentagdes concentradas de melaco, contendo até 330 g.L™* de aclicar.

Perstracio: E um processo de extracdo com solvente combinado com um processo de
separacdo por membrana. Membranas hidrofobicas sdo usadas para realizar separacdo do
etanol em fermentacbes extrativas. As membranas do tipo fibra oca sdo mais vantajosas,
devido a sua elevada area superficial. A Perstracdo pode, eventualmente, reduzir os problemas
associados com toxicidade do solvente, emulsdo e agregacdo celular na interface liquido-

liquido que ocorrerem durante o processo de extracdo liquido-liquido (PARK e GENG, 1992).

Extracdo liquido-liquido: Nesta técnica o produto inibidor (etanol) € seletivamente
removido por um solvente. Varios solventes tém sido testados por diversos pesquisadores
para a remocdo do etanol e o grande desafio da extracdo por solvente tem sido encontrar um
solvente adequado. Segundo Slapack; Russel; Stewart (1987), as propriedades para um
solvente ideal sdo ter um alto coeficiente de particdo em relacdo ao produto inibidor, baixa
volatilidade em relacdo ao inibidor, ndo ser tdxico para a levedura e, aléem disso, ser
relativamente barato. Alguns pesquisadores recomendam o uso de leveduras imobilizadas
para a reducdo da toxidade do solvente para as células, porém existem problemas associados
com o uso de células imobilizadas em processos industriais, como a baixa estabilidade

mecanica e 0 aumento da resisténcia a transferéncia de massa (SCHURGERL, 2000).

Adsorcdo: Esta técnica visa a retirada do produto inibidor da fermentacdo utilizando
um adsorvente seletivo. Como adsorvente seria desejavel um material com elevada

capacidade de adsor¢do de etanol, facil regeneracdo, sem toxicidade para as células e baixo
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custo. A adicdo direta do adsorvente no fermentador ndo parece ser adequada, devido aos
inimeros componentes e a suspensdo de levedura presentes no meio. Os substratos podem ser
absorvidos e as células podem formar um biofilme sobre a superficie das particulas de
adsorcdo. Processos de adsorcdo razodaveis sdo realizados a partir de um caldo isento de
células obtido por filtracdo por membrana ou sistemas de centrifugas.

Arraste gasoso

A transferéncia de massa de um composto de uma fase liquida para uma fase
gasosa é conhecida como dessorcdo ou stripping. Outros termos encontrados na literatura para
descrever este processo sdo air stripping ou gas stripping, traduzidos para 0 portugués como

“arraste por ar’’ ou “arraste gasoso”, respectivamente.

Souto (2009) define arraste com gas como qualquer processo de transferéncia
de massa em que a passagem de um determinado composto de uma fase liquida para uma fase
gasosa seja acelerada, forcando-se o contato do liquido com um gas que ndo contenha o
composto que se deseja remover ou que, se 0 contiver, este esteja em concentragcbes muito

baixas para que o processo de transferéncia ndo seja prejudicado.

No presente estudo, propdem-se o emprego do dioxido de carbono como gas de
arraste (gas stripping), injetado diretamente na dorna de fermentacgdo, para realizar o arraste
do etanol ao longo da fermentacéo e assim contornar o efeito da inibicdo do etanol sobre as

células de levedura.

De acordo com Park e Geng (1992) e Lu et al. ( 2012), o arraste gasoso
utilizado durante a fermentacdo € um metodo atraente para a producao em larga escala, devido
a sua relativa simplicidade e a remocao seletiva de compostos volateis em formas limpas que
ndo estdo contaminados com material ndo volatil. Nao remove os nutrientes do caldo e nédo
prejudica as células durante a fermentacdo. Além disso, para a producdo de etanol por

fermentacdo é possivel obter o gas de arraste (diéxido de carbono) a um custo zero.

Além disso, o etanol por ser um composto volatil, pode ser separado do caldo
de fermentacdo por meio do arraste gasoso. Essa técnica apresenta a vantagem de ndo

necessitar fazer a aquisigcdo de produtos caros como membranas ou solventes.

Cabe destacar a grande quantidade de diéxido de carbono produzida durante a
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fermentacdo (1 L de etanol estd associado com a geracdo de cerca de 425 L de COy, na
temperatura e pressdo do processo). Atualmente, o CO, gerado nas dornas de fermentacéo é
descartado sem ser utilizado pelas destilarias. Assim, as usinas possuem a disposi¢do durante
0 periodo de processamento da cana um grande volume de di6xido de carbono para ser

empregado como gas de arraste.

A remocdo de compostos organicos volateis a partir de uma solugdo aquosa
pode ser modelada como um processo de primeira ordem, conforme relatado por Truong e
Blackburn (1984). Ezeji et al. (2005) e de Vrije et al. (2013) empregaram essa abordagem
para realizar a modelagem do arraste gasoso de butanol de acordo com Equacéo 2.17.

dc;

onde:
Ri é a velocidade de remocdo de i (g.L™.h™);
Ci é a concentragdo do componente i (g.L™);

ki é a constante de velocidade de remocéo de i (h™).

A remocdo de compostos volateis por arraste gasoso € influenciada pelas
variaveis vazdo do gas de arraste e temperatura da solucdo que contém o composto a ser

removido.

Para a transferéncia do etanol da fase liquida para a fase gasosa (didxido de
carbono) tem-se, de acordo com a teoria dos dois filmes (LEWIS E WHITMAN, 1924), que a
bolha de CO, encontra-se coberta por uma pelicula estagnada de liquido. A resisténcia a
transferéncia de massa € proporcional a espessura dessa pelicula. Assim o0 aumento na vazéo
do gas de arraste proporciona uma maior turbuléncia e, consequentemente uma reducdo na
espessura da pelicula estagnada. Com isso a resisténcia a transferéncia de massa diminui

fazendo com que a velocidade de transferéncia de massa seja aumentada.

O aumento na vazdo do gas de arraste também proporciona um numero maior
de bolhas de menor didmetro, aumentando a area interfacial, promovendo uma maior

transferéncia de massa.
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Ezeji et al. (2005) estudaram o uso de diferentes vazdes do géas de arraste (80 e
43 cm®.s™) e foram testados o emprego de um aspersor e um impelidor para formar as bolhas
durante os experimentos de remocao de butanol a partir de uma solu¢do modelo. Esses autores
verificaram que o uso do aspersor produziu bolhas de menor tamanho. No entanto, o tamanho
das bolhas apresentou pouca influéncia no valor da constante de velocidade de remocéo (kg).
Ja com relacdo a vazdo de alimentagdo de gas, esta se mostrou significativa no aumento do
valor de ke, Quando a vazido de gés de 43 m®.s™ foi empregada, foram obtidos valores de ke
de 0,023 e 0,024 h™ para bolhas formadas com o aspersor e com o impelidor,
respectivamente. Ja para a vazdo de 80 cm®.s™, o valor de ke igual a 0,059 h™ foi obtido para
ambas as formas de produzir bolhas. Dessa foma, fica evidende que a vazao do gas de arraste
tem uma influénca na velocidade de remocdo de compostos orgéanicos volateis tais como

etanol, butanol, acetona e isopropanol, entre outros.

A temperatura da solucdo também apresenta influéncia na remocdo de um
composto por arraste gasoso. Esse efeito da temperatura esta relacionado com a reducdo da
tensdo superficial, o aumento da pressdo de vapor e, consequentemente, 0 aumento da

velocidade de vaporizacao.

No entanto, quando se pretende utilizar o arraste gasoso durante a fermentagéo
alcoolica (fermentacdo extrativa), a temperatura fica vinculada a temperatura 6tima da

levedura que esta sendo empregada no processo.

2.8.2 Estudos relacionados a remocdo do produto inibidor por arraste gasoso (gas

stripping)

Na literatura podem ser encontrados estudos relacionados a producéao de etanol
e butanol que fizeram o uso do arraste gasoso para remoc¢éo do produto inibidor. Na sequéncia

sdo apresentados alguns destes estudos.

Pham et al. (1989) desenvolveram um processo fermentativo com reciclo de
células de levedura e arraste gasoso integrado a uma coluna de retificacdo recheada com casca
de coco. Foi utilizada glicose de milho como fonte de carbono e um fermentador continuo
tipo coluna de bolhas com volume de trabalho de 1,15 L. Com o emprego da vazao de CO, de
4 L.min, foi possivel eliminar a inibicdo pelo etanol e alcancar uma produtividade de 13.2

g.L™.h™ e um consumo de glicose de até 292 g.L™.
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Taylor et al. (1995) estudaram a utilizagdo do CO, gerado durante a
fermentacdo alcodlica extrativa de xarope hidrolisado de amido de milho (glicose) em um
biorreator de 1,2 L para remocédo de etanol em uma coluna recheada separada. O sistema foi
operado durante 150 dias sem a ocorréncia de contaminacdo. O rendimento em células foi
menor do que em um fermentador continuo simples. Com o sistema integrado de fermentacdo
com arraste foi obtida a converséo completa de 200 g.L™ de glicose e quando 600 g.L™ de
glicose foram empregados uma conversédo de 90% foi alcancada.

Posteriormente, Taylor et al. (1996) relataram um problema de incrustagdo na
coluna devido ao crescimento de levedura, o que prejudicou a passagem do gas através da
coluna empacotada utilizada para realizar a remoc¢éo do etanol. Com o objetivo de solucionar
0 problema de obstrucéo, foi realizada a lavagem periodica da coluna empacotada. Com isso,
0 desempenho do sistema melhorou significativamente, possibilitando a conversdo completa
de 600 g.L™ de glicose alimentada e vazdo da corrente arrastada de 10 L.dia™ com quase 50%
em volume de etanol. O sistema foi mantido em operacao por 60 dias com uma produtividade
de 15 g.L™.h™,

Em outro trabalho Taylor et al. (1997), também estudaram a producéo de
etanol por fermentacdo continua integrada com a extracao por arraste com dioxido de carbono
em um fermentador com um volume de trabalho de 12,4 L. O processo de producao de etanol
permaneceu estavel por mais de 100 dias e produtividades de etanol na faixa de 14-17
g.L™h™ foram obtidas utilizando glicose como substrato. Para evitar problemas de
entupimento, devido ao crescimento da levedura na coluna de recheio, esta teve que ser

lavada em intervalos de 3 a 4 dias.

Posteriormente, Taylor et al. (1998) operaram por 185 dias um sistema
composto por fermentador de 30 L e coluna empacotada separada para esgotamento de etanol.
Foram realizadas lavagens in situ durante a fermentacdo com o proprio etanol condensado do
processo (45% v.v'') para controle de incrustagdes causadas pelo crescimento de células de
levedura. Foram observados consumo de glicose de 800 g.h™, producéo de etanol condensado
de 26 L.dia™ e coeficiente de rendimento em etanol de 0,50 gE.g'lgncose. Mais recentemente,
Taylor et al. (2010) avaliaram o desempenho de um fermentador continuo de 70 L alimentado
com xarope hidrolisado de amido de milho com alto teor de sélidos e acoplado a uma coluna
de esgotamento de etanol com CO,. O sistema foi operado durante 60 dias, alcangando uma
conversdo de 95% de amido e rendimento em etanol de 88% do maximo tedrico

(estequiométrico).
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Ezeji et al. (2003) avaliaram a producdo de acetona, butanol e etanol (ABE)
por Clostridium beijerinckii BA101 em biorreator de 2 L. Foi utilizado um sistema integrado
de producdo em batelada e recuperacdo por esgotamento com CO; e H,. No ensaio em que
ndo foi utilizado esgotamento foi reportada producdo total de ABE de 17,7 g.L?,
produtividade de 0,29 g.L".h™ e consumo de glicose de 45,4 g.L™. No processo integrado
foram consumidos 161,7 g.L™ de glicose e a producéo total de ABE alcancou 75,9 g.L™* com
uma produtividade de 0,60 g.L™.h™.

Ezeji et al. (2004), relataram um aumento na producdo ABE pelo Clostridium
beijerinckii BA101 empregando um processo em batelada alimentada com arraste por H, e
CO,, operado durante 200 h. A fim de reduzir a inibicdo pelo substrato, o processo foi
iniciado com uma concentracdo de glicose de 99,9 g.L™. Meio de cultura contendo glicose e
nutrientes foi adicionado subsequentemente ao caldo de fermentacdo em quantidades
suficientes para que a concentracdo de glicose ndo excedesse 90 g.L™. A concentracdo
méaxima de ABE de 232,8 g.L™ foi alcancada, 13 vezes maior do que para o cultivo em
batelada convencional (17,6 g.L™") e uma produtividade de 1,16 g.L":.h*, quatro vezes

superior a obtida no cultivo controle (0,29 g.L™".h™).

Xue et al. (2012) utilizaram biorreator de leito fibroso para investigar a
utilizacdo de esgotamento com gases (CO, e H,) produzidos na fermentacdo ABE para
obtencdo de altas concentrac6es de butanol utilizando Clostridium acetobutylicum JB200. Na
fermentacdo em batelada sem esgotamento foi produzido 19,1 g.L ™" de butanol com consumo
de 86,4 g.L™ de glicose em 78 h. A produtividade e o coeficiente de rendimento em butanol
alcancados foram de 0,24 g.L™.h™ e 0,21 g.g*, respectivamente. Por outro lado, quando foi
aplicado esgotamento em batelada alimentada, 113,3 g.L™ de butanol foram produzidos com
consumo de 474,9 g.L™ de glicose. Rendimento de 0.24 g.g™ e produtividade de 0,35 g.L™.h*
de etanol foram alcangados. Comparado ao processo convencional, 0s autores concluiram que
o0 sistema utilizado tem o potencial de reduzir em pelo menos 90% o consumo de energia e

agua para a producdo de etanol a partir de glicose.

Xue et al. (2013) melhoraram o sistema de recuperacdo de butanol em
fermentacdo ABE adotando um sistema de esgotamento com H, e CO, de dois estagios. O
primeiro estagio resultou em um condensado contendo 175,6 g.L™ de butanol (227,0 g.L™ de
ABE). Apo0s a separagdo das fases, a fase orgénica foi coletada e a fase aquosa, contendo
101,3 g.L™* de butanol, sujeita ao segundo estagio de esgotamento, resultando em um produto

final com 420,3 g.L™ de butanol (532,3 g.L™* de ABE). Esta concentragdo foi 20 vezes maior
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que a alcancada na fermentagdo ABE convencional.

de Vrije et al. (2013) estudaram a remocéo in situ de isopropanol, butanol e
etanol do caldo fermentativo de Clostridium beijerinckii utilizando arraste com N,. Como
substrato foi utilizado uma mistura de glicose/xilose, simulando hidrolisados lignocelulésicos.
Os autores avaliaram a cinética de separacdo a 37°C, temperatura de crescimento tipica do
microrganismo e a 70°C, temperatura utilizada para esporulacdo por choque térmico. Um
modelo de primeira ordem para remocdo de compostos volateis por arraste gasoso foi
empregado nesse estudo e apresentou um bom ajuste aos dados experimentais.

Diante das informagdes expostas, fica evidente que a utilizacdo de fermentagéo
extrativa com arraste gasoso possibilita que os compostos inibidores sejam mantidos no caldo

de fermentacdo em concentracdes mais baixas, resultando na reducdo do efeito de inibicéo.

Com relacdo a fermentacdo alcoolica, 0o processo extrativo mostra-se como
uma alternativa promissora para contornar o problema da inibigdo pelo etanol, resultando em
um aumento na produtividade em etanol, possibilitando a utilizacdo de solucdes mais
concentradas de substratos (sacarose), reduzindo o volume de &gua inserida no processo.
Além disso, o emprego de mostos mais concentrados implica na reducdo do volume de
vinhaca gerado na etapa de destilacdo. E dependendo do sistema de recuperacdo do etanol da

corrente de CO,, pode-se ter uma redugdo no consumo de vapor na etapa de destilagéo.



Capitulo 3

ESTUDO DA REMOCAO DE ETANOL DE SOLUCOES
HIDROALCOOLICAS POR ARRASTE COM CO,
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Prefacio

No presente capitulo é apresentado o estudo da remocdo de etanol a partir de
solucBes hidroalcoodlicas por arraste (stripping) com didxido de carbono. O objetivo dessa
primeira etapa do trabalho foi avaliar os efeitos das variaveis envolvidas no processo de
arraste por CO, e realizar a modelagem das remocGes de etanol e &gua. Para isso,
primeiramente foi realizado um estudo de arraste de etanol de uma solugdo com concentracao
de etanol igual a 80 g.L™, variando a vazéo especifica de CO; e a temperatura. De posse dos
resultados foi realizada a modelagem da remocao de etanol e 4gua considerando um modelo
de primeira ordem, o que permitiu observar as influéncias da vazéo e da temperatura no
processo de arraste. Na sequéncia, foi avaliada a influéncia das variaveis envolvidas no
processo. Para tal, foi realizado um planejamento composto central rotacional variando a
vazdo especifica de CO,, a concentracdo inicial de etanol e a temperatura da solucéo. A partir
dos resultados do estudo do arraste de etanol de uma solucdo hidroalcodlica foi possivel
estabelecer as condicdes de arraste a serem empregadas nas etapas seguintes de fermentacao

extrativa em batelada e batelada alimentada.

3.1 MATERIAIS E METODOS

3.1.1 Equipamento empregado nos experimentos

Os experimentos para estudo do arraste de etanol por CO, de solugdes
hidroalcodlicas foram conduzidos em reator pneumatico tipo coluna de bolhas encamisado, de
volume util de 5 L (BADINO et al., 2007). A Tabela 1 apresenta as dimensdes e a Figura 3.1

mostra uma representacdo do biorreator empregado.

Tabela 3.1 — Dimensdes do biorreator

Dimensdes Coluna de Bolhas
H1 (mm) 495

H2 (mm) 750

Del (mm) 160

De2 (mm) 170
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Figura 3.1 — Biorreator pneumatico

Del
Del

“d i '
“t | sy

} 1"

' "

; .

} i"

? !

B "

¥ "

] "

) [

! v

: Hom

; )

I N

| i

! r Hi1
-Ar-‘. e
b

F

F

Na Figura 3.2 é mostrada a representacdo esquematica do aparato

experimental empregado nos ensaios para o estudo do arraste de etanol por CO..

Figura 3.2 - Esquema representativo do aparato experimental

Fonte: O autor.

Descricdo: 1 - Cilindro de CO»; 2 - Banho termostatizado; 3 - Fluxdmetro de massa;
4 - Biorreator pneumadtico; 5- Termémetro.
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3.1.2 Estudo preliminar do arraste de etanol a partir de uma solucéo hidroalcodlica

Foi realizado um estudo preliminar a fim de avaliar a influéncia das variaveis
de processo na remocdo de etanol por arraste com didxido de carbono e realizar a modelagem
da remocéo de etanol e 4gua durante o processo de arraste. Para a realizagdo dos experimentos
de arraste foi utilizada uma solucéo hidroalcoélica com concentrac&o de 80 g.L™ (10% v.v?) e
as condicOes de vazao especifica de CO, (¢) e temperatura da solucdo (T) apresentadas na
Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Condigdes experimentais do arraste de etanol a partir de uma solugao
hidroalcodlica empregando CO..

Condicao
Experimento
¢ (vwm) T (°C)
El 0,5 30,0
E2 0,5 34,0
E3 2,0 30,0
E4 2,0 34,0

Para avaliar o arraste de etanol a partir da solugdo alcodlica foram empregados 0s
seguintes parametros: fator de arraste (Fa), constante de velocidade de remocéo de etanol (kg)

e a constante de velocidade de remocéo de agua (kw).

O fator de arraste (Fa) € definido como a percentagem de etanol arrastada durante
0 experimento de stripping em relacdo a condicdo inicial e foi calculado de acordo com a
Equacéo (3.1).

FA:M_H)O (3.1)
CEgo.Vo

onde,

Ceo é a concentracéo inicial de etanol na solucéo hidroalcoélica (g.L™);
Vo € 0 volume inicial da solucédo hidroalcodlica (L);
Cer é a concentracao de etanol na solucdo hidroalcoélica ap6s 6 h de extracéo (g.L™);

Ve € 0 volume da solucgdo hidroalcoodlica apds 6 h de extragdo (L).
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A remocao de etanol por arraste gasoso a partir de uma solugdo hidroalcodlica
segue 0 mesmo comportamento apresentado por outros solventes organicos, podendo a
velocidade de remocdo ser expressa por um modelo de primeira ordem em relacdo a
concentracdo de etanol (Cg) de acordo com a Equacéao 3.2 (DE VRIJE et al., 2013; EZEJI et
al., 2005; TRUONG; BLACKBURN, 1984). Como durante os experimentos de arraste ocorre

a remocdo de agua, a velocidade de remoc¢édo de dgua pode ser expressa pela Equacéo 3.3.

dC
RE = —d_tE=kE'CE (32)

dC

onde:

Re ¢ a velocidade de remocéo de etanol (g.L™.h™);

Rw ¢ a velocidade de remocéo de agua (g.L™".h™);

Ce é a concentracéo de etanol na solucéo (g.L™);

ke é constante de velocidade de remocao de etanol (h™);
Cw é a concentracdo de agua na solucéo (g.L™);

kw é constante da velocidade de remocéo de agua (h™).

As constantes de velocidade de remocéo de etanol e agua (ke e kw) foram
determinadas a partir do ajuste das curvas exponenciais dadas pelas Equacdes 3.4 e 3.5 aos

dados experimentais de Ce e Cw ao longo do tempo (t), obtidos a partir dos ensaios de arraste

de etanol.
CE = CEO.e_kE't (34)
CW = CWO' ekW't (35)
onde,

Ceo e Cwo 80 as concentragdes iniciais de etanol e de 4gua na solucéo hidroalcodlica (g.L™).

3.1.3 Caracterizacdo da remocao de etanol por arraste — Influéncias da vazédo de CO,,

concentracdo inicial de etanol e da temperatura da solucéo

No estudo das variaveis mais importantes no processo de arraste gasoso de

etanol por CO, foi empregado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com
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dois niveis, utilizando o software Statistica 7.0, tendo 2° pontos fatoriais, 6 pontos axiais e 3
repeticdes no ponto central, totalizando 17 experimentos (RODRIGUES e IEMMA, 2009).

Na Tabela 3.3 sdo mostrados os valores utilizados no planejamento

experimental para as trés variaveis independentes analisadas.

Tabela 3.3 - Valores reais e codificados das varidveis independentes utilizadas nos
experimentos.

Niveis
Variaveis Cddigo
-1,68 -1 0 1 1,68
Vazdo Especifica de CO; - ¢ (vwvm) X1 1,00 1,61 2,5 3,39 4,00
Concentracdo Inicial de Etanol - Cgo (g.L™) X 30,0 36,1 45,0 53,9 60,0
Temperatura da Solugéo - Ty (°C) X3 30,0 30,8 32,0 33,2 34,0

As variaveis respostas do planejamento foram o fator de arraste (Fa), a
constante de remocdo de etanol (kg) e a constante de remocéo de agua (kw), as quais foram
calculadas de acordo com as Equacdes 3.1, 3.4 e 3.5, respectivamente, conforme descrito no
item 3.1.2.

3.1.4 Estudo da influéncia do volume da solucé@o e da concentracdo de etanol durante a

remocao de etanol por arraste com CO,

Visando o estudo posterior da fermentacdo extrativa em batelada alimentada,
foi estudada a influéncia do volume da solucdo (altura da coluna de liquido) no biorreator
durante na remocdo de etanol por didéxido de carbono. Experimentos de arraste foram
realizados utilizando diferentes volumes iniciais de solucdo (Vo) e concentracdes iniciais de
etanol (Cgo). A temperatura da solugdo e a vazdo especifica de CO, foram fixadas em 34°C e

2,5 vwvm, respectivamente.

Os valores de volume inicial de solucdo (Vo) e de concentracdo inicial de
etanol (Cgo) utilizados nos experimentos de arraste sdo mostrados na Tabela 3.4. Esses
valores foram escolhidos com base nos perfis tipicos de volume de mosto e concentracdo de

etanol obtidos para uma fermentacéo convencional em batelada alimentada.
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Tabela 3.4 — Condicgdes Experimentais empregadas nos experimentos de arraste de
etanol realizados usando solu¢des hidroalcodlicas a 34°C e vazéo especifica de CO, de

2,5 vwm.
) Condicdes
EXxperimentos I
Vo (L) Cko (gL )
E5 2,0 45,0
E6 3,0 55,0
E7 4,0 65,0
E8 50 75,0

3.1.5 Metodologia analitica

A concentracdo de etanol foi determinada empregando HPLC (Waters)
equipado com detector de indice de refracdo. Foi utilizada coluna Sugar-Pak | (300 x 6,5 mm,
10 pm, Waters) operada a 80°C. Agua ultrapura foi usada como eluente a uma vazio de 0,5
mL.min™. Como padrdo foram empregadas solucdes de etanol com concentracdes de 0,1 a 8,0
g.L™

3.1.6 Procedimento experimental empregado nos experimentos de arrase de etanol

Foi utilizada uma solucdo hidroalcodlica com concentracdo inicial de etanol
variando de acordo com a condicédo a ser avaliada. A fase gasosa utilizada em todos 0s ensaios
de arraste gasoso foi didxido de carbono (CO;) comercial armazenado em cilindro com
capacidade de 25 kg, com pressdo de 60 atm quando cheio. O CO; vindo do cilindro passava
através de um regulador de pressdo, o qual foi ajustado para manter uma pressdo de 1 atm na
alimentacdo, antes do fluxémetro de massa, assegurando a vazdo especifica de CO; na faixa
estudada. Para controlar a vazéo de gas, foi empregado um fluxémetro de massa AALBORG,
modelo GFC 37. A temperatura do reator foi mantida utilizando banho termostatico. Durante
a realizacdo dos experimentos foi utilizado um termdémetro digital marca Hanna Instruments,
modelo HI 147-00 para monitorar a temperatura da solucdo. Cada experimento de arraste teve
a duracdo de 6 h. O volume da fase liquida (V) foi medido a cada hora, quando amostras de
4,0 mL foram retirados a fim de determinar a concentragdo de etanol no liquido (Cg) ao longo

do tempo.
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3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.1 Estudo preliminar do arraste - Efeito das condicGes operacionais sobre a remogao
de etanol por arraste com CO;

Na sequéncia, séo apresentados os resultados referentes a etapa de estudo
preliminar da influéncia das variaveis vazao especifica do gas de arraste e da temperatura da
solucgdo no arraste de etanol.

Figura 3.3 — Concentracdes de etanol e agua no reator ao longo do tempo para 0s
experimentos de arraste por CO,. Concentragdo de etanol (Cg): simbolos fechados;
concentracdo de agua (Cw) simbolos abertos; linhas valores simulados usando o
modelo de primeira ordem.

940

o E1l o E2 ~ E3 v E4
= E1l ¢ E2 o E3 v E4

Concentracgd

tempo (h)

Na Figura 3.3 sdo apresentados os valores das concentracdes de etanol (Cg) e
4gua (Cw) ao longo dos experimentos de arraste a partir da solucdo alcodlica (10% v.v™),
utilizando diferentes condi¢ctes de vazdo especifica de CO, e temperatura da solucdo. A partir
da Figura 3.3, pode-se observar uma diminuicdo da concentra¢do de etanol e um ligeiro
aumento na concentracdo de agua durante 0s experimentos de arraste. O comportamento do
perfil da concentracdo de agua (Cw) esta relacionado com o arraste preferencial de etanol a
partir da solucdo contendo apenas etanol e agua. O arraste preferencial de etanol se mostra
vantajoso, principalmente para utilizagdo do CO, para remover etanol durante os processos de

fermentacdo, permitindo uma reducdo no efeito de inibicdo e uma corrente arrastada rica em
etanol.
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As constantes de velocidade de remocdo de etanol e agua (ke e kw) foram
determinadas a partir dos ajustes das curvas exponenciais descritas pelas Equaces 3.4 e 3.5
aos dados experimentais do Cg e Cw ao longo do tempo (t). A Tabela 3.5 apresenta os valores
de Fa, ke € kw obtidos durante os experimentos de arraste de etanol a partir da solucéo

alcoolica.

Tabela 3.5 - Valores kg, kw, € Fa obtidos a partir dos experimentos de arraste de

etanol.

Experimentos ke (h™) ko (h™) Fa (%)
E1l 0,0188+0,0012 0,00194+0,00021 12,5
E2 0,0247+0,0019 0,00215+0,00038 13,5
E3 0,0301+0,0023 0,00307+0,00041 20,4
E4 0,0390+0,0017 0,00289+0,00028 21,0

Os resultados mostrados na Tabela 3.5 indicam que os valores de Fa, ke € kw
aumentam com o aumento da vazéo especifica de CO, e da temperatura da solucdo, dentro da
faixa avaliada. No experimento E4 (¢=2,0 vwm e T=34,0°C, os valores de ke e ky foram cerca
de 2 vezes mais elevadas do que os valores obtidos no experimento E1 (¢=0,5 vwm e
T=30,0°C). De Vrije et al. (2013) também observaram um aumento no valor da constante de
remocdo de etanol com o aumento da temperatura, durante a remocgéo de butanol por arraste
com nitrogénio. O efeito da temperatura sobre a remocéo de etanol pode ser explicado pelo
fato de que a pressao de vapor € altamente dependente da temperatura, assim temperaturas

mais elevadas favorecem a vaporizacao do etanol.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 3.5, pode ser observado que a
vazdo especifica de CO, teve uma forte influencia sobre a remocdo do etanol, dentro do
intervalo estudado. A influéncia da temperatura sobre os valores de kg obtidos nos
experimentos de arraste realizados a 2,0 vwvm foi avaliada por meio da comparacdo dos
resultados utilizando o teste de Tukey a um nivel de significancia de 10%. Os resultados
mostraram que houve uma influéncia estatisticamente significativa da temperatura sobre 0s

valores das constantes Kg.
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3.2.2 Influéncias da vazdo de CO;, concentracgdo inicial de etanol e da temperatura da

solugéo no arraste de etanol por CO;

O processo de arraste de etanol por CO, foi estudado utilizando um
delineamento composto central rotacional (DCCR) de modo a analisar o sinergismo entre as
variaveis independentes, assim como suas influéncias no processo de remoc¢do de etanol de
solucBes hidroalcodlica por arraste com CO,. A Tabela 3.6 apresenta a matriz do
planejamento juntamente com os valores das respostas avaliadas. Os valores das variaveis

respostas foram obtidos a partir das Equacdes 3.1, 3.4 e 3.5.

Pode-se verificar que os valores dos trés ensaios na condi¢do do ponto central (Tabela
3.6) apresentam uma pequena variacdo para todas as respostas obtidas, indicando uma boa
reprodutibilidade do processo.

Observando as respostas da Tabela 3.6, constata-se que as mesmas variaram dentro da
faixa avaliada no planejamento, de 14,5 a 49,5% para o fator de arraste (Fa), de 0,022 a
0,0962 h™ para o ke e de 0,00119 a 0,00514 h™ para a resposta kw, demonstrando a influéncia

das variaveis independentes nas respostas avaliadas.

A partir dos valores da Tabela 3.6, verificou-se que o maior valor para a
resposta Fa (Fa=49,5%) foi obtido no ensaio 10 (¢=4,0 vwvm; Cgo=45,0 g.L™" e T,=32,0°C).
Nesse mesmo ensaio também foi obtido o maior valor para a resposta ke (ke=0,0962 h™),
indicando que vazbes elevadas favorecem a remocdo do etanol presente na solucdo
hidroalcodlica. Porém, quando a vazdo de CO; de 4 vvm foi empregada ocorreu um maior
arraste de 4gua juntamente com o etanol, resultando em um valor de kw=0,00423 h™* (ensaio
10).
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Tabela 3.6 - Matriz do planejamento DCCR e valores numéricos das variaveis

respostas.

Ensaio X1 (9) X2(Ceo) Xs(To) Fa(%) ke(h™) kw(h™
1 -1 -1 -1 20,3  0,0329 0,00135
2 -1 -1 1 21,9  0,0335 0,00136
3 -1 1 -1 20,4  0,0333 0,00210
4 -1 1 1 233  0,0377 0,00236
5 1 -1 -1 41,2 0,0757 0,00292
6 1 -1 1 447  0,0841 0,00308
7 1 1 -1 40,8  0,0766 0,00446
8 1 1 1 452  0,0911 0,00514
9 -1,68 0 0 145  0,0220 0,00119
10 1,68 0 0 495  0,0962 0,00423
11 0 -1,68 0 30,0  0,0498 0,00162
12 0 1,68 0 41,0  0,0692 0,00450
13 0 0 -1,68 304  0,0554 0,00275
14 0 0 1,68 38,7  0,0730 0,00362
15 0 0 0 32,8  0,0573 0,00279
16 0 0 0 33,1  0,0544 0,00261
17 0 0 0 325  0,0540 0,00266

No ensaio 8, conduzido com ¢=3,39 vvm, Cg=53,9 g.L* e T(=33,2°C, foi

obtido um valor de Fa=45,2% e ke= 0,0911 h™. Assim, pode-se constatar que aumentos na

concentracdo inicial de etanol e na temperatura da solucédo proporcionaram valores de Fa e ke

mais elevados, mesmo com uma reducéo na vazdo de CO, empregada nesse experimento. Isto

evidencia que a realizacdo do arraste empregando soluc6es alcoolicas mais concentradas e em

temperaturas mais elevadas favorecem a remoc¢do do etanol com um menor consumo do gas

de arraste. No entanto, quando o arraste foi conduzido nas condicdes do ensaio 8, foi obtido

também um alto valor de ky igual a 0,00514 h™.

Assim, com base nos valores de Fa, ke e kw da Tabela 3.6 pode-se verificar

que a operacdo de arraste gasoso (stripping) remove boa parte do etanol contido em uma

solucdo alcodlica. Desta forma, essa técnica se mostra promissora para ser empregada durante
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uma fermentacéo alcodlica, visando remover parte do etanol formado e assim, minimizar o

efeito de inibicdo do etanol sobre as células de levedura.

Na sequéncia foi realizada a analise estatistica do planejamento experimental.
Para tal foi adotado um nivel de significancia de 90%, ou seja, foram considerados
significativos os parametros em que p<0.1. Com os resultados apresentados na Tabela 3.6 foi
possivel analisar estatisticamente o comportamento de cada resposta, empregando o software
Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa, OK, EUA). Na sequéncia, sera apresentado o tratamento
estatistico para cada uma das respostas avaliadas.

3.2.2.1 Anélise dos resultados obtidos para a resposta fator de arraste (Fa)

A partir dos resultados obtidos (Tabela 3.6), analisou-se estatisticamente o
comportamento da resposta fator de arraste (Fa). Assim, foi possivel determinar os
coeficientes de regressdo das variaveis e interagdes com parametros significativos e nédo
significativos, bem como os valores dos niveis de significancia relacionados aos coeficientes
(Tabela 3.7).

Tabela 3.7 - Resultados da regressdo multipla para resposta fator de arraste (Fa) com
todas as variaveis com seus respectivos parametros e niveis de significancia.

Variaveis e interagdes Coeficiente de regressao Nivel dgﬂg{g:mémia

Termo independente 32,920 0,000
X1 (L) 10,607 0,000
X1(Q) -0,697 0,390
Xz (L) 1,472 0,071
X2 (Q) 0,540 0,501
X3 (L) 1,930 0,027
X3 (Q) 0,204 0,796
X1X2 -0,175 0,852
X1X3 0,425 0,652
XoX3 0,275 0,770

R°=0,97
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A partir dos coeficientes de regressdo apresentados na Tabela 3.7, obtem-se a

Equacéo 3.6 na forma completa com todos os parametros significativos e ndo significativos.

Yr, = 32,920 4+ 10,607X; — 0,697X% + 1,472X, + 0,540X3 + 1,930X; + 0.204X3 —
0,175X,X, + 0,425X,X; + 0,275X,X5 (3.6)

Pelos dados da Tabela 3.7, pode-se observar que as variaveis significativas do
modelo foram vazdo do gas de arraste em seu termo linear X; (L), concentracdo inicial de
etanol na solugdo em seu termo linear X, (L) e a temperatura da solu¢do em seu termo linear
X3 (L). Apos eliminar os parametros nao significativos (p>0.1), vazdo de alimentacdo do gas
de arraste X; (Q), concentracdo de etanol na solucdo X, (Q), temperatura da solugdo X; (Q)
em seus termos quadraticos e das interagdes vazdo de alimentacdo de gas /concentracdo de
etanol (X1X;), vazdo de alimentagdo de gas/temperatura (X;X3) e concentracdo de
etanol/temperatura da solugdo (X,X3), foram obtidos os parametros mostrados na Tabela 3.8.

Tabela 3.8 - Resultados da regressdo multipla para a resposta fator de arraste, apenas
com as variaveis significativas e seus respectivos parametros e niveis de significancia.

Nivel de significancia

Variaveis e interagdes Coeficiente de regressao
p-valor
Termo independente 32,959 0,000000
X1 (L) 10,607 0,000000
Xz (L) 1,472 0,026169
Xs (L) 1,930 0,005864
R°=0,96

O modelo ajustado com as variaveis significativas codificadas esta apresentado

na Equacéo 3.7.
Yr, = 32,959 + 10,607X, + 1,472X; + 1,930X; (3.7

Analisando-se a Equacao 3.7, observa-se uma maior influéncia da variavel Xj,
seguida da variavel X3 no aumento do fator de arraste, indicando que o emprego de vazdes de
CO, e temperaturas elevadas proporcionam aumentos no fator de arraste (Fa). A variavel X,

também contribui para 0 aumento do fator de arraste, porém com um menor efeito.
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O coeficiente de correlagdo (R?) obtido ap6s o ajuste foi de 0,96, indicando um
ajuste adequado aos dados experimentais do fator de arraste, mostrando que 96% da
variabilidade dos dados foram explicados pela equacdo empirica proposta.

A Figura 3.4 ilustra os valores preditos em funcdo dos observados. Esses
resultados indicam uma boa concordancia entre os valores experimentais e previstos pelo

modelo.

Figura 3.4 - Valores preditos em fungdo dos observados em relagdo ao fator de arraste
(FA).
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O resultado da andlise de variancia (ANOVA) para a resposta fator de arraste

(Fa) esté apresentado na Tabela 3.9.

Tabela 3.9 - Analise de variancia para o fator de arraste.

Fontes de Soma de Graus de Quadrados =

Variaco Quadrados Liberdade Médios calculado

Regressao 1617,06 3 539,02 114,69
Total 1678,18 16

% variagdo explicada (R®) = 96; Frab.(3;13:0,1) = 2,56
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A ANOVA da Tabela 3.9 revela que o modelo que descreve a resposta fator de
arraste (Fa) em funcdo das variaveis investigadas com os pardmetros estatisticamente
significativos, foi adequado. O valor do R? assegura que 96% dos resultados gerados sdo
explicados pelo modelo matematico. O valor de F calculado foi aproximadamente quarenta e
cinco vezes superior ao valor do F tabelado, o que satisfaz os requisitos para a construcdo das

superficies de resposta e curvas de contorno apresentadas na sequéncia.

A partir do modelo obtido (Equacéo 3.7), foram construidas as superficies de
respostas e curvas de contorno para a resposta fator de arraste. A Figura 3.5 ilustra a
superficie de resposta e a curva de contorno para a resposta fator de arraste (Fa).

Figura 3.5 - Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta fator de arraste
(Fa): (A) em funcdo da vazdo de gas de arraste (X;) e concentracdo de etanol na
solucéo (Xyz); (B) Superficie de resposta e curva de contorno em fungéo da vazéo de
gas de arraste (X;) e temperatura da solucdo (X3) e (C) Superficie de resposta e curva
de contorno em funcdo da concentracdo de etanol na solucdo (X;) e temperatura da
solugéo (Xs).
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Temperatura (°C)

300 361 45.0 539 600M-%
Concentragio (g.L%) B <20
(©)

A partir da Figura 3.5-A observa-se que os maiores valores de Fa foram
obtidos nas faixas mais altas de vazéo de alimentacdo de gas (3,4 e 4,0 vwm) e concentracao.
Porém, a variavel concentracdo de etanol na solucdo apresentou menor influéncia na resposta
fator de arraste (Fa). A Figura 3.5-B ilustra a curva de contorno em funcao de X; e X3 para o
Fa, onde pode ser observado um aumento do fator de arraste em funcdo do aumento da vazao
especifica de CO,. A Figura 3.5-C apresenta a curva de contorno em funcéo de X, e X3 para a
resposta fator de arraste (Fa). Pode-se observar que o aumento no valor de Fa foi obtido nos
maiores valores de concentragdo (50 e 60 g.L™) de etanol e de temperatura da soluco
hidroalcoolica (33,2 e 34 °C). Comparando as Figura 3.5- A, B e C, pode-se verificar que o
Fa foi mais influenciado pela vazao especifica de CO, do que pela concentracdo inicial de
etanol e temperatura inicial da solu¢do. Porém, a concentracdo e a temperatura da solucéo
também apresentaram uma pequena influéncia no fator de arraste, conforme indicado pela

Equacéao 3.7.

O efeito da vazdo especifica do gas de arraste sobre a variavel Fa pode ser
explicado devido que para altas vazdes de didxido de carbono ocorre uma maior fragmentacédo
das bolhas de gas gerando uma maior quantidade de bolhas de menor diametro,
proporcionando um aumento na area de contato entre as bolhas e a solucdo hidroalcodlica,

resultando em um aumento no arraste de etanol.

O aumento da concentracdo de etanol na solucdo hidroalcodlica resulta em uma
diminuicdo da tensdo superficial da solucdo. De acordo com Vazquez et al. (1995), a tensao
superficial da 4gua pura a 30 °C é de 71,21 mN.m™ e a do etanol puro é de 21,41 mN.m™. A
35 °C a tensdo superficial para a 4gua pura e o etanol puro é de 70,21 e 21,04 mN.m™,

respectivamente. Ja para uma mistura etanol-agua (50% massa; 35 °C) a tensdo superficial é
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de 27,11 mN.m™. Assim, quanto maior a porcentagem de etanol, menor sera a sua tensdo
superficial. Observa-se que a intensidade das forcas de tensdo superficial decresce com o
aumento da temperatura, pois com a maior energia cinética, as moléculas passam menos

tempo préximas umas das outras e as forcas intermoleculares ficam menos efetivas.

De acordo com Borges (2009), quanto maior a temperatura do meio e menor a
tensdo superficial de um liquido, maior serd a sua taxa de vaporizacdo e, portanto, maior a
pressdao de vapor. Logo, com o aumento da temperatura da solucdo hidroalcodlica e,
consequentemente reducdo da tensao superficial ocorre uma elevacao da pressao de saturacao
do etanol, resultando em uma maior vaporizacdo do etanol e, consequentemente uma maior
quantidade de etanol é arrastada. Assim, 0 aumento da temperatura da solucdo favorece tanto
0 aumento da pressao de saturacdo quanto a reducgdo da tensdo superficial, contribuindo para

uma maior remocao de etanol durante o processo de arrastre com didxido de carbono.

As influéncias positivas das variaveis temperatura e vazdo especifica de
dioxido de carbono, no Fa também foram verificadas por Silva-Pinto (2014) ao estudar a
remocdo de etanol do vinho fermentado empregando arraste com CO,, variando a temperatura
do vinho e a vazdo do gas de arraste nas faixas de 0,5 a 1,0 vwm e 33 a 65 °C,
respectivamente. Porém, no estudo de Silva-Pinto (2014), a temperatura do vinho mostrou-se
mais determinante do que a vazao especifica de dioxido de carbono, em razdo da maior faixa

de temperatura avaliada.

3.2.2.2 Analise dos resultados obtidos para a resposta constante de velocidade de

remocao de etanol (kg)

A partir dos resultados da velocidade de remocdo de etanol obtidos (Tabela
3.6), analisou-se estatisticamente o comportamento da resposta constante de velocidade de
remocdo de etanol. Assim, foi possivel determinar os coeficientes de regressdo das variaveis e
interacdes, bem como os valores dos niveis de significancia relacionados aos coeficientes
(Tabela 3.10).
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Tabela 3.10 - Resultados da regressdo multipla para resposta constante de velocidade
de remocdo de etanol com todas as variaveis com seus respectivos parametros e niveis
de significancia.

. N . N Nivel de significancia
Variaveis e interacdes Coeficiente de regressao g

p-valor

Termo independente 0,0554 0,0000
X1 (L) 0,0230 0,0000
X1 (Q) 0,0007 0,6030
Xz (L) 0,0033 0,0204
X2 (Q) 0,0008 0,5301
Xs (L) 0,0042 0,0067
X3 (Q) 0,0025 0,0828
XXz 0,0004 0,7840
X1X3 0,0022 0,1662
XoX3 0,0012 0,4210

R?=0,99

A partir dos coeficientes de regressdo apresentados na Tabela 3.10, obtem-se a

Equacao 3.8 na forma completa com todos os pardmetros significativos e ndo significativos.

Yy, = 0,0554 + 0,0230X, + 0,0007XZ + 0,0033X, + 0,0008X3 + 0,0042X; +
0,0025X2 — 0,0004X,X, + 0,0022X,X5 + 0,0012X,X; (3.8)

A partir da Tabela 3.10, pode-se observar que as variaveis significativas do
modelo foram vazéo do gas de arraste em seu termo linear X; (L), a concentracao inicial de
etanol na solucdo em seu termo linear X, (L), a temperatura da solucdo em seu termo linear
X3 (L) e quadréatico X3 (Q). Apos eliminar os parametros ndo significativos (p>0.1), vazdo do
gas de arraste X; (Q), concentracdo de etanol na solucdo X, (Q), e das interacdes vazao do gas
de arraste/concentracdo de etanol (X1X3), vazdo dos gas/temperatura (X;X3) e concentracdo
de etanol/temperatura da solucdo (X,X3), foram obtidos os parametros mostrados na Tabela
3.11.
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Tabela 3.11 - Resultados da regressdo mdaltipla para a resposta constante de
velocidade de remocdo de etanol, apenas com as variaveis significativas e seus
respectivos parametros e niveis de significancia.

. N . N Nivel de significancia p-
Variaveis e interacdes Coeficiente de regressao g P

valor

Termo independente 0.0569 0.0000
X1 (L) 0.0231 0.0000

Xz (L) 0.0033 0.0084

Xs (L) 0.0042 0.0017

X3 (Q) 0.0021 0.0707

R’=0,98

O modelo ajustado com as variaveis significativas codificadas esta

representado pela Equacéo 3.9.
Yi; = 0.0569 + 0.0231X; + 0.0033X, + 0.0042X; + 0.0021X3 (3.9)

A partir Equacéo 3.9 pode-se notar uma maior influéncia da variavel X; no
aumento da constante de velocidade de remocédo de etanol, indicando que o emprego de
elevadas vazdes do gas de arraste proporcionam aumentos no valor de ke. As variaveis X; e

X3 também contribuem para o aumento de kg, porém com um menor efeito.

O coeficiente de correlacio (R?) obtido apds o ajuste foi de 0,98, indicando um
ajuste adequado aos dados experimentais da constante de velocidade de remocédo de etanol
(ke), mostrando que 98% da variabilidade dos dados foram explicados pela equacdo empirica

proposta.

A Figura 3.6 ilustra os valores preditos em funcdo dos observados. Esses
resultados indicam uma boa concordancia entre os valores experimentais e previstos pelo

modelo.
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Figura 3.6 - Valores preditos em funcdo dos observados em relacdo a constante de
velocidade de remocéo de etanol (kg)
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O resultado da andlise de variancia (ANOVA) para a resposta ke esta

apresentado na Tabela 3.12.

Tabela 3.12 - Andlise de variancia para a constante de velocidade de remocdo de

etanol (kg).
Fontes de Soma de Graus de Quadrados =
Variacgao Quadrados Liberdade Médios calculado
Regressao 0,007711 4 0,001928 127,82
Residuos 0,000181 12 0,0000151
Total 0,007892 16

% variagdo explicada (R?)=98; Frab.(4:12:0,1)=2,48

A ANOVA da Tabela 3.12 revela que o modelo que descreve a resposta
constante de velocidade de remocédo de etanol (kg) em funcdo das variaveis investigadas, com
0s parametros estatisticamente significativos, foi adequado. O valor do R? assegura que 98%
dos resultados gerados sdo explicados pelo modelo matematico. O valor de F calculado foi
aproximadamente cinquenta vezes superior ao valor do F tabelado, o que satisfaz os requisitos

para a construcdo das superficies de resposta e curvas de contorno.
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A partir do modelo obtido (Equacéo 3.9), foram construidas as superficies de
respostas e curvas de contorno para a resposta constante de velocidade de remocao de etanol

(ke). A Figura 3.7 ilustra a superficie de resposta e a curva de contorno para a resposta (Kg).

Figura 3.7 - Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta ke: (A) em
funcéo da vazdo de gas de arraste (Xi) e concentracdo de etanol na solugdo (X5); (B)
Superficie de resposta e curva de contorno em funcéo da vazdo de gés de arraste (X;) e
temperatura da solucdo (Xs) e (C) Superficie de resposta e curva de contorno em
funcdo da concentracdo de etanol na solucgdo (X;) e temperatura da solugédo (Xs).
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A partir dos graficos da Figura 3.7 B e C, pode-se observar que a resposta ke
segue 0 mesmo comportamento obtido para a resposta Fa. Assim, os valores de kg
aumentaram com o aumento da vaz&o, com os maiores valores de ke nas faixas mais altas de
vazdo (3,4 e 4,0 vvm). A concentracdo inicial de etanol e a temperatura da solugdo também
apresentaram efeito positivo na resposta ke, porém com menor intensidade. No entanto, esse
menor efeito da temperatura no arraste de etanol se mostra promissor para a aplicacdo da
remocdo do etanol por arraste com CO; ao longo da fermentacdo. Uma vez que a fermentacéo
alcoolica pode ser conduzida no maximo a temperatura de 34 °C, nesse caso 0 arraste de
etanol seria favorecido, possibilitando inclusive realizar o processo extrativo empregando

baixas vazoes de CO.,.

3.2.2.3 Analise dos resultados obtidos para a resposta constante da velocidade de

remocao de agua (kw)

A partir dos resultados de ky obtidos (Tabela 3.6), analisou-se estatisticamente
0 comportamento da resposta constante de velocidade de remocdo de agua. Assim, foi
possivel determinar os coeficientes de regressdo das variaveis e interagdes, bem como 0s

valores dos niveis de significancia relacionados aos coeficientes (Tabela 3.13).
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Tabela 3.13 - Resultados da regressdo multipla para resposta constante de velocidade
de remocdo de agua (kw) com todas as varidveis com seus respectivos parametros e
niveis de significancia.

. . . . Nivel de significancia
Variaveis e interacoes Coeficiente de regresséo

p-valor

Termo independente 0,002697 0,000000
X1 (L) 0,000992 0,000001
X1 (Q) -0,000027 0,699121
Xz (L) 0,000746 0,000005
X2 (Q) 0,000097 0,184232
X3 (L) 0,000188 0,016297
X3 (Q) 0,000141 0,069331
X1 X3 0,000231 0,021316
X1 X3 0,000071 0,393153
XoX3 0,000096 0,258748

R°=0,98

A partir dos coeficientes de regressdo apresentados na Tabela 3.13, obtem-se a

Equacao 3.10 na forma completa com todos os parametros significativos e ndo significativos.

Yy, = 0,002697 + 0,00099X; — 0,000027X3 + 0,000746X, + 0,000097X3 +
0,000188X; + 0,000141X2 — 0,000231X,X, + 0,000071X,X; + 0,000096X,X;  (3.10)

A partir da Tabela 3.13, pode-se observar que as variaveis significativas do
modelo foram a vazdo de alimentacdo do gas de arraste em seu termo linear X; (L), a
concentracdo inicial de etanol na solucdo em seu termo linear X, (L), a temperatura da
solucdo em seus termos linear X3 (L) e quadratico X3 (Q) e a interacdo vazdo do gas de
arraste/concentracdo de etanol (X1X;). Apos eliminar os parametros ndo significativos (p>

0.1), foram obtidos os parametros mostrados na Tabela 3.14.
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Tabela 3.14 - Resultados da regressdo mdaltipla para a resposta constante de
velocidade de remocdo de agua (kw), apenas com as variaveis significativas e seus
respectivos parametros e niveis de significancia.

. N . N Nivel de significancia p-
Variaveis e interacdes Coeficiente de regressao g P

valor
Termo independente 0.002766 0.000000
X1 (L) 0.000992 0.000000
Xz (L) 0.000746 0.000000
Xs (L) 0.000188 0.012619
X3 (Q) 0.000125 0.079480
X1 Xz 0.000231 0.017425

R’=0,97

O modelo ajustado com as variaveis significativas codificadas esta apresentado

na Equacao 3.11.

Y, = 0.002766 + 0.000992X; + 0.000746X, + 0.000188X; + 0.000125X +
0.000231X, X, (3.11)

A partir Equacéo 3.11 pode-se observar uma maior influéncia da variavel X;
no aumento da constante de velocidade de remocéo de agua (kw), seguida pela variavel X,
indicando que o emprego de elevadas vazdes do gas de arraste e solugbes mais concentradas
proporcionam aumentos nos valores de kw. A variavel Xs apresentou pequeno efeito na

resposta K.

O coeficiente de correlacdo (R?) obtido apés o ajuste foi de 0,97 indica um
ajuste adequado aos dados experimentais do fator de arraste. Isto mostra que 97% da

variabilidade dos dados foi explicada pela equacéo empirica proposta.

A Figura 3.8 ilustra os valores preditos em funcdo dos observados. Esses
resultados indicam uma boa concordéncia entre os valores experimentais e previstos pelo

modelo.
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Figura 3.8 - Valores preditos em funcdo dos observados em relacdo a constante de
velocidade de remocéo de gua (kw).
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O resultado da ANOVA para a resposta constante da velocidade de remoc¢édo de agua

estd apresentado na Tabela 3.15.

Tabela 3.15 — Analise de variancia para a constante de velocidade de remocao de

agua.
Fontes de Soma de Graus de Quadrados =
Variacgao Quadrados Liberdade Médios calculado
Regressao 0,000022 5 0,0000044 48
Residuos 0,000001 11 0,00000009
Total 0,000023 16

% variagdo explicada (R%)= 97; Frab.(5:11:0,1)=2,45

A ANOVA da Tabela 3.15 revela que o modelo que descreve a resposta
constante de velocidade de remoc¢do de agua em funcdo das variaveis investigadas, com 0s
parametros estatisticamente significativos, foi adequado. O valor do R? assegura que 97% dos
resultados gerados sdo explicados pelo modelo matematico. O valor de F calculado foi
aproximadamente vinte vezes superior ao valor do F tabelado, o que satisfaz os requisitos para

a construcdo das superficies de resposta e curvas de contorno.
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A Figura 3.9 ilustra a superficie de resposta e a curva de contorno para a
resposta constante de velocidade de remocdo de agua (kw). A partir desta Figura foi
observado que os valores mais elevados de vazdo especifica de CO, e de concentracdo de
etanol favorecem o arraste de dgua juntamente com o etanol. Assim, vazfes de CO, elevadas
resultam em uma corrente na saida do reator diluida, em razdo da maior quantidade de &gua
arrastada, principalmente quando a concentracdo de etanol na solugéo inicial for superior a 45

g.L™. O aumento da temperatura inicial da solucdo também resultou em aumento em k.

Silva-Pinto (2014) estudou a remocdo de etanol do vinho fermentado
empregando arraste com CO», variando a temperatura do vinho e a vazdo do gas de arraste nas
faixas de 0,5 a 1,0 vwm em 33 a 65 °C, respectivamente. A fim de avaliar o arraste, no estudo
de Silva-Pinto (2014) foi calculado o parametro fator de arraste (Fc), o qual é definido como a
razdo entre a concentracdo de etanol no volume arrastado pela concentracdo inicial. Tal
medida é importante pela possibilidade de se poder verificar por quantas vezes foi
multiplicada a concentracdo de etanol em relagéo a inicial. Em seu estudo, Silva-Pinto (2014)
observou que o Fc diminui com o aumento da temperatura do vinho e com 0 aumento da
vazdo especifica de alimentacdo de CO, o que demonstra o arraste de uma maior quantidade

de 4gua quando as maiores vazdes foram empregadas.

Os maiores valores de ky verificados para os maiores valores de concentracdo
de etanol e de temperatura foram possivelmente devido a diminuicdo da tensdo superficial da
solucdo. Como ja mencionado anteriormente, aumentos na quantidade de etanol e na
temperatura da solugdo promovem uma reducédo da tensdo superficial da solucéo, favorecendo

o arraste da 4gua juntamente com o etanol.

Uma elevada remocdo de dgua juntamente com o etanol ndo é desejavel para o
processo, pois resulta em uma diluicdo da corrente de arraste (CO, + etanol + agua) na saida
do reator. Para 0 caso da aplicacdo da técnica de arraste por CO, durante a fermentacdo
alcoolica, aléem de uma corrente de arraste diluida, um grande arraste de agua iria provocar
uma diminuicdo significativa no volume do meio e, consequentemente, poderia resultar em
um aumento na concentracdo do substrato ao longo da fermentacdo, interferindo no

desempenho da fermentacao.
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Figura 3.9 - Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta kw: (A) em
fungdo da vazdo de gas de arraste (X;) e concentracdo de etanol na solucéo (X3); (B)
Superficie de resposta e curva de contorno em funcéo da vazao de gés de arraste (X;) e
temperatura da solucdo (Xs) e (C) Superficie de resposta e curva de contorno em
funcdo da concentracdo de etanol na solugdo (X;) e temperatura da solugéo (Xs).
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Na sequéncia, foi realizada uma anélise das varidveis independentes atraves da
funcdo de desejabilidade. Tal técnica de otimizacdo simultanea foi introduzida por Derringer e
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Suich (1980) e consiste em encontrar os valores dos fatores que otimizem uma ou mais
respostas ou, entdo, as mantenha em faixas desejaveis, utilizando métodos de programagao

nao-lineares.

Inicialmente, essa funcdo converte cada resposta em uma funcdo individual de
desejabilidade (di) que varia de 0 a 1. Se a resposta for o valor mais desejavel, di = 1, caso
contrério, d; = 0 e a resposta esta fora da regido aceitavel. Assim, as variaveis independentes
séo escolhidas de modo a maximizar a desejabilidade global (D).

A Figura 3.10 apresenta os resultados obtidos para a funcdo desejabilidade,
onde pode-se verificar o valor maximo da funcdo global e as condi¢des operacionais das

variaveis independentes avaliadas.

A partir da Figura 3.10, obtém-se os valores desejaveis para as trés variaveis
respostas, sendo eles: Fa=38,2%, ke=0,0733 h™ e kw=0,00418 h™. Desta forma, estas
respostas determinam uma condicdo Otima (desejavel) das variaveis vazédo de alimentacdo de
CO,, concentracéo inicial de etanol e temperatura, definidas por $=2,5 vvm, Ce=53,9 g.L™" e
T=34,0 °C, respectivamente. Para essas condi¢des, o valor da desejabilidade global foi igual a

0,71, como mostra a ultima linha de graficos da Figura 3.10.

Assim, com base nos resultados obtidos nos estudos de arraste de etanol de
solugdes alcoolicas por CO, foram definidas condigdes experimentais para serem usadas nos
ensaios de fermentacdo extrativas em batelada e em batelada alimentada com arraste por CO,

desenvolvidas nas etapas seguintes do trabalho.

Com relagdo a temperatura, os resultados indicaram um aumento no arraste de
etanol com o0 aumento da temperatura na faixa estudada (30 a 34 °C). De acordo com Wheals
et al. (1999), as fermentacbes empregando S. cerevisiae sdo conduzidas na faixa de
temperatura de 32-35 °C. Com base nessa informacéo foi definida a condicdo de temperatura
de 34 °C para a realizacdo das fermentacGes extrativas com arraste por CO,, visando uma

maior remocdo de etanol durante o processo.
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Figura 3.10 - Perfis de desejabilidade para o arraste de etanol por CO..
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Os resultados obtidos nos estudos anteriores

indicaram que um aumento na

concentracdo de etanol favoreceu o seu arraste, porém mais dgua foi removida. A literatura

menciona que para concentracdes de etanol superiores a 40 g.L™, a inibico pelo etanol passa
a afetar o desempenho do processo fermentativo (AIBA; SHODA; NAGATANI, 1968) . A

partir dessas informacdes foi definido iniciar o arraste por CO, quando a concentracdo de

etanol atingisse esse valor.

Quanto a vazdo especifica de CO,, os resultados indicaram maiores valores de

etanol arrastado quando as maiores vazdes foram empregadas. Considerando que o objetivo

maior deste estudo visa reduzir o efeito de inibi¢do do produto sobre as leveduras, ndo existe a

necessidade de esgotar o etanol do caldo de fermentacdo. Com isso, uma vazdo intermediaria

(em torno de 2,0 a 2,5 vwvm) pode ser empregada para a remocdo do etanol durante as

fermentacdes extrativas, evitando um maior arraste de agua.
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3.2.3 Efeito do volume da solugéo e concentragéo de etanol durante o arraste por CO;

Experimentos de arraste foram realizados para avaliar a remogéo de etanol por
CO, a partir de uma solugdo hidroalcodlica com vazao de 2,5 vwm e temperatura de 34,0 °C,

normalmente empregada na fermentag&o alcoolica por de S. cerevisiae.

Na Figura 3.11 sdo mostradas as concentracdes de etanol (Cg) e agua (Cw)
para 0s experimentos de arraste de etanol, utilizando diferentes volumes iniciais (Vo) e
concentragdes iniciais de etanol (Cgp). O comportamento dos perfis de concentragédo de etanol
(Ce) e da agua (Cw) foram os mesmos apresentados para 0S experimentos de arraste
realizados no item 3.2.1.

Figura 3.11 — Concentracfes de etanol e agua ao longo do tempo para oS
experimentos de arraste de etanol por CO,. Concentracdo de etanol (Cg): simbolos
fechados; concentracdo de agua (Cw): simbolos abertos; linhas: valores simulados
obtidos usando o modelo de primeira ordem.
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As constantes de velocidade de remocéo de etanol e agua (ke e kw) foram
determinadas pelo ajuste das curvas exponenciais (Equacdes 3.4 e 3.5) aos dados
experimentais de Ce e Cy ao longo do tempo. Na Tabela 3.16 sdo apresentados os valores de
ke, kw € Fa obtidos nos experimentos de arraste de etanol com vazdao especifica de CO, de 2,5

vvm e temperatura da solugédo de 34,0 °C.
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Os resultados apresentados na Tabela 3.16 demonstram que os valores de Kg,
kw, e Fa ndo foram significativamente afetados por alteracfes na altura da coluna de solucéo

ou na concentracao inicial de etanol da solucéo hidroalcodlica.

Tabela 3.16 - Valores de kg, kw, e Fa obtidos nos experimentos de arraste gasoso com
vazéo de 2,5 vwm e temperatura de 34 °C.

Experimento ke (h™) kw (h™) Fa (%)
E5 0.0678+0.0018 0.00345+0.00015 37.6
E6 0.0618+0.0015 0.00342+0.00005 35.0
E7 0.0656+0.0016 0.00443+0.00002 39.1
E8 0.0640+0.0008 0.00498+0.00009 37.3

A pequena variagdo nos valores (Tabela 3.16) foi possivelmente devido ao fato
de que, durante todos os experimentos de arraste a vazao especifica de CO, foi mantida fixa
em 2,5 vvm. Assim, o tempo medio de residéncia das bolhas na fase liquida foi 0 mesmo em

todos os experimentos.

Os resultados de kg, kw e Fa (Tabela 3.16) apresentam a mesma tendéncia dos
perfis de kg, kw e Fa apresentados na Figura 3.10, ou seja, os valores de kg, Fa
permaneceram praticamente constantes, enquanto os valores de ky aumentaram quando a

concentracdo de etanol na soluco hidroalcoélica passou de 45 para 75 g.L™.



Capitulo 4

PRODUCAO DE ETANOL POR FERMENTACAO
EXTRATIVA EM BATELADA COM ARRASTE DE
ETANOL POR CO,: MODELAGEM E VALIDACAO
EXPERIMENTAL
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Prefécio

Neste capitulo é apresentado o estudo da fermentacdo extrativa em batelada. O
objetivo dessa etapa do trabalho foi avaliar a producgéo de etanol por fermentacao extrativa em
batelada empregando CO, como gas de arraste. Para isso, foi utilizada uma configuracdo
experimental simplificada com a operacdo de extracdo sendo realizada no préprio
fermentador, evitando o0s problemas de incrustagdo que ocorrem nos processos de
fermentagdo que utilizam colunas recheadas ou sistemas com membranas. Foi realizada a
modelagem da fermentacdo alcodlica convencional e a partir dos dados experimentais da
fermentacdo em batelada 0 modelo cinético foi ajustado e os parametros cinéticos estimados.
Na sequéncia foi realizada a modelagem da fermentacdo alcodlica extrativa, com remoc¢éo do
etanol e da agua a partir do meio de fermentacdo descrita pelo modelo de primeira ordem
definido no Capitulo 3. Para finalizar foram realizados ensaios de fermentacdo extrativa para
validar experimentalmente as diferentes condi¢fes simuladas de inicio do arraste de etanol
por CO..

4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Equipamento

As fermentacdes, convencionais e extrativas, em batelada foram realizadas
usando o mesmo biorreator pneumatico descrito no item 3.1.1. Para as fermentacbes o
biorreator foi modificado com um sistema de agitacdo mecanica para assegurar a mistura
adequada do meio durante o processo antes do inicio do arraste por CO,. Na Figura 4.1 €

mostrado o biorreator com o sistema de agitacdo operando em batelada.

Figura 4.1 — Foto da parte superior do biorreator com detalhe do sistema de agitacéo.

Fonte: O autor
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4.1.2 Microrganismo

Levedura comercial Saccharomyces cerevisiae (Fleischmann) na forma

liofilizada com concentraco inicial de 15 g.L™ foi o microrganismo empregado neste estudo.

4.1.3 Meio de cultura

As caracteristicas do meio de cultura utilizado nas fermentacGes foram
semelhantes as do mosto de cana-de-agUcar utilizado nas destilarias brasileiras. O meio foi
preparado com reagentes contendo fontes de carbono, nitrogénio, fésforo, magnésio, potassio
de modo a simular a composicdo do melago de cana-de-aclcar diluido utilizado em
destilarias e fornecer os requisitos nutricionais necessarios a levedura. A composi¢édo do meio
de cultura empregado nos ensaios de fermentacdo € apresentada na Tabela 4.1. O pH inicial

do meio foi ajustado em 4,6 com a adi¢éo de acido cloridrico 1 M.

Tabela 4.1 — Composicdo do meio de cultura empregado nos experimentos de

fermentacao.
Componentes Concentracao (g.L™)
Sacarose 180,0
Extrato de levedura 6,8
Ureia 5,32
KH,PO, 5,6
MgSO, 1,4

4.1.4 Procedimento experimental empregado nas fermentacbes convencionais e

extrativas

Nos ensaios de fermentacdo convencional em batelada, a levedura foi
inoculada na forma seca, na concentracio inicial de 15 g.L ™. Nesse momento foi utilizada
uma frequéncia de agitacdo de 800 rpm a fim de facilitar a completa dissolucéo dos flocos de
levedura e promover sua mistura no meio de cultura. No inicio do cultivo foi feito uso de
antiespumante (Qualifoam, diluido 1:10) para impedir a formagdo excessiva de espuma. Foi

adotado um tempo de aclimatacdo da levedura de 15 min, antes de ser retirada a primeira
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amostra. Apos o inicio do processo fermentativo, a frequéncia de agitacdo foi mantida em 250
rpm até o final da batelada convencional. Para a fermentagdo extrativa em batelada a agitacdo
foi usada apenas nas horas antes do inicio do arraste por CO,. Amostras de 30 mL foram
retiradas a cada 1 h para acompanhar a evolucao do processo fermentativo.

A temperatura da fermentagdo foi mantida em 34 °C, fazendo-se circular agua,
proveniente de um banho termostéatico, através da camisa do biorreator. O pH foi monitorado
durante as fermentagdes utilizando um medidor de pH (QX1500, Qualxtron).

Nos ensaios de fermentacdo extrativa em batelada foi utilizado o mesmo
procedimento descrito para a fermentagdo convencional em batelada, porém, na fermentacéo
extrativa ocorreu a alimentacéo de dioxido de carbono. O sistema de agitacdo foi empregado
somente nas horas iniciais do processo, quando ainda ndo estava sendo alimentado o gas de

arraste.

Nas fermentagdes extrativas em batelada, a vaz&o especifica de CO, utilizada foi
de 2 vwm. Trés fermentaces extrativas foram realizadas com a remocdo do etanol por CO;
iniciada apdés 5 h (FE1), 4 h (FE2) e 3 h (FE3) de fermentagdo. As fermentacGes alcoolicas

convencionais e extrativas foram realizadas em duplicata.

4.1.5 Metodologias Analiticas

A concentracdo celular foi estimada pelo método da massa seca. Amostras do
caldo fermentativo foram centrifugadas a 10.000 rpm e 4 °C por 10 minutos. O corpo de
fundo foi lavado por duas vezes com agua destilada e colocado em estufa a 80 °C por 24 h

para secagem.

As concentracdes de sacarose, glicose, frutose e etanol no sobrenadante foram
determinadas por HPLC (Waters, USA), equipado com detector de indice de refracéo e coluna
Sugar-Pak 1 (300 x 6,5 mm, 10 um, Waters) mantida a 80 °C. Como eluente foi utilizada agua

ultrapura, a uma vazéo de 0,5 mL.min™.

4.1.6 Modelagem mateméatica da fermentacéo convencional em batelada

Para a fermentacdo convencional em batelada assumindo a geragéo do produto

(etanol) associada ao crescimento celular, as equacdes de balanco de massa para celulas (X),
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substrato (S) e produto (E) resultam em um sistema de equagOes diferenciais ordinarias

conforme mostrado nas Equacdes de 4.1 a 4.3.

dCx

dCs 1

E__K,S'“'CX 4.2)
dCe _ Yess .

@ s M (4.3)

onde:

Cx € a concentragdo celular (g.L™);

Cs é a concentragdo de substrato limitante (g.L™);

Yxss é 0 coeficiente de rendimento de substrato a células (gx/gs™);
Yess é 0 coeficiente de rendimento de substrato a etanol (ge/gs™);
u é a velocidade especifica de crescimento celular (h™);

Ce é a concentracéo de etanol (g.L™).

O modelo cinético hibrido de Andrews-Levenspiel (ANDREWS, 1968 e
LEVENSPIEL, 1980) foi utilizado para representar o crescimento celular, considerando as
inibicdes pelo substrato e produto (Equacéo 4.4).

n
C C
M= Hmax * - Z (1 — ) (4-4)

Cs C
Ks+Cs +—) E
( S Kis max

onde:

Lmax & a velocidade especifica maxima de crescimento celular (h™);

Ks é a constante de saturagdo (g.L™);

Kis é a constante de inibicao pelo substrato (g.L™);

Cemax € a concentragdo méaxima de etanol a partir da qual cessa o crescimento celular (g.L™);

n é constante adimensional.

Os coeficientes de rendimento de substrato a células e a produto (etanol), Yxs

e Ygs foram obtidos pelas Equacdes 4.5 e 4.6.
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_ Cx'V— CXO 'VO

Yx/s = CsgVo—CsV (4.5)
_ CE'V—CEO'VO
YE/S - CSO'VO—CS'V (46)

onde o subscrito “0” se refere ao tempo inicial.

4.1.7 Ajuste do modelo cinético

Apds a determinacdo dos coeficientes de rendimento Yxs € Ygs, 0S outros
pardmetros cinéticos foram estimados utilizando o0 método de regressdo ndo-linear de Nelder e
Mead (NELDER e MEAD, 1965), juntamente com o algoritmo de Runge-Kutta para solucéo
numérica das equacOes diferenciais que representavam o modelo. O critério utilizado para a
melhor otimizacdo e ajuste de parametros foi a minimizacdo da soma dos quadrados dos

residuos.

4.1.8 Modelagem matematica da fermentacdo extrativa em batelada com arraste por
CO;

Na modelagem matematica da fermentacdo extrativa foi realizado balanco de
massa para as células (X), substrato (S) e etanol (E), bem como foram consideradas as
remocdes de etanol (E) e agua (W), bem como as alteracdes do volume de caldo (V) devido
ao arraste por CO,. O modelo de primeira ordem descrito no item 3.1.2, foi utilizado para
representar a remocao do etanol e da agua do caldo de fermentacdo. As Equacdes usadas para

descrever o modelo foram as que seguem:

F:“'CX_CX'V'E (4.7)
%:_KI/S'”'CX_CS'%'% (4.8)
%:%'H'CX_CE'%'%_kE'CE (4.9
av _ _ (keCetkw (Pw=Cp))V (4.10)

dt Pw
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onde:

V € 0 volume de caldo (L),

ke é a constante da velocidade de remogao do etanol (h™);
kw é a constante de velocidade de remogéo da agua (h™);

pw é a massa especifica da agua (g.L™).

Dada a faixa de concentracdo de etanol aplicada neste estudo (40 to 80 g.L™), o valor
da massa especifica foi considerado como sendo o da a4gua a 34 °C (pw=994 g.L™") (PERRY;
GREEN; MALONEY, 1997).

A resolucdo numérica do conjunto de equacdes diferenciais (Equacdes 4.7 a
4.10) foi realizada através da aplicacdo do algoritmo de Runge-Kutta usando software Scilab
5.4.1.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Fermentacdo alcoolica convencional em batelada — Ajuste do modelo cinético e

estimativa dos parametros

Os coeficientes de rendimento celular e de etanol, Yxs e Ygs, foram
calculados através das Equacdes 4.5 e 4.6, usando os dados experimentais de célula (Cx),
substrato (Cs) e etanol (Cg), obtidos nas fermentacGes convencionais em batelada. Apos a
determinacdo de Yx;s € Ygss, 0S outros parametros cinéticos do modelo foram determinados
através da utilizacdo do algoritmo de Nelder Mead, para realizar a optimizacdo e 0 método de
Runge-Kutta para solu¢cdo numérica do conjunto de equacdes diferenciais. Os parametros
foram obtidos com base no melhor ajuste entre os valores calculados e experimentais de Cx,
CseCe.

A Tabela 4.2 apresenta os valores estimados para 0s parametros para a
fermentacdo convencional em batelada, onde pode-se observar que 0s parametros estdo

proximos a faixa de valores encontrados na literatura (GHOSE e TYAGI, 1979).

A Figura 4.2 ilustra a comparagéo entre os valores calculados e experimentais
para as concentracdes de células (Cx), substrato (Cs) e etanol (Cg) ao longo do tempo de

fermentacdo. Pode ser observado que o modelo cinético adotado apresentou um excelente
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ajuste aos dados experimentais. Para todas as fermentagcdes, o desvio-padrdo dos dados
experimentais foi muito pequeno. O modelo hibrido de Andrews-Levenspiel foi, portanto,

adequado para descrever a cinética do processo de fermentacdo convencional.

Tabela 4.2 — Valores estimados dos pardmetros cinéticos da fermentagdo
convencional (intervalo de confianga de 95%).

Parametro Valor
Yxs (Ox.gs™) 0,0461 + 0,0004
Yess (9e.9s™) 0,46 £ 0,02

Mmax (h™) 0,55 + 0,01
Ks (g.L Y 246 +55
Kis (g.L7h) 30,7+ 0,7
Cemax (9.L™) 85,2 + 1,4
n(-) 0,89 + 0,02

R’ 0,990

Figura 4.2 - Grafico comparativo entre os valores simulados (—) e experimentais de

Cx 1(l), Cs (#) e Ce (@) para a fermentagdo convencional em batelada (Csy=180
g.L™).
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4.2.2 Fermentacdo extrativa em batelada - Simulacdo do processo e validacao

experimental

O modelo matematico para fermentacdo extrativa (Equacgdes 4.7 a 4.10), os
parametros de arraste (stripping) (Tabela 3.5) e os parametros cinéticos (Tabela 4.2) foram
utilizados em conjunto para avaliar o efeito da remocéo de etanol na dindmica da fermentagéo

extrativa com arraste de etanol por CO,.

Foram realizadas trés fermentacOes extrativas em batelada a temperatura de
34,0 °C e vazdo especifica de CO; de 2,0 vvm. A remocdo de etanol por arraste com CO; foi
iniciada ap6s 5 (FE1), 4 (FE2), e 3 (FE3) horas de fermentagdo. As concentra¢des de etanol
no caldo de fermentagcdo no inicio da operacdo de arraste foram iguais a 65,5 (FE1), 58,4
(FE2) e 43,3 g.L™ (FE3), respectivamente.

As Figuras 4.3, 4.4 e 4.5 fornecem as comparacdes entre os valores simulados
e experimentais das fermentacGes extrativas conduzidas com concentracgéo inicial de substrato
de 180 g.L™. Pode ser observado nas figuras que o modelo proposto foi capaz de prever com
precisdo o comportamento da fermentacdo extrativa. Observe que nesses casos nao ha ajuste
de modelo, mas a simulacdo de valores de Cx, Cs e Cg ao longo do tempo utilizando os
modelos cinéticos da fermentacdo alcodlica convencional e o de remocao de etanol por arraste
por CO..

A Figura 4.3 apresenta os valores de Cx, Cs e Ce para a fermentacdo extrativa
com concentracdo inicial de substrato de 180 g.L™ e arraste de etanol iniciado ap6és 5 h de
fermentacdo. Pode-se observar que para essa condicao, a concentracao de etanol no caldo no
infcio do arraste era de 655 g.L. Com o completo consumo de substrato em
aproximadamente 8 h, para essa condicdo experimental a concentracdo maxima de etanol no

caldo de fermentaco foi de 73,4 g.L™.
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Figura 4.3 — Comparacao entre os valores experimentais de Cx (), Cs (®) e Ce (@)
e simulados (—) para a fermentagdo extrativa com arraste por CO; iniciado apds 5 h
(FE1; Cg=65,5g.L™Y).
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Os valores de Cx, Cs e Cg ao longo do tempo para a fermentacédo extrativa FE2
(Figura 4.4) com concentracdo inicial de substrato de 180 g.L™ e arraste de etanol iniciado
apos 4 h de fermentacdo. Para essa condi¢do, a concentracdo de etanol no caldo no inicio do
arraste era de 58,4 g.L™ e a maxima concentracdo de etanol no caldo de fermentacéo de 70,4

g.L™ com completo consumo de substrato antes de 8 h de fermentaco.

A Figura 4.5 apresenta os valores de Cx, Cs e Ce para a fermentacdo extrativa
(FE3) com concentracdo inicial de substrato de 180 g.L™ e arraste de etanol iniciado ap6s 3 h
de fermentacdo. Pode-se observar que, para essa condicdo, a concentracdo de etanol no caldo
no inicio do arraste era de 43,3 g.L?. O completo consumo de substrato ocorreu em

aproximadamente 7 h de fermentacdo e a concentracdo maxima de etanol no caldo nesta
condicdo foi de 68,0 g.L™.
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Figura 4.4 - Comparacdo entre os valores experimentais de Cx (m), Cs (®) e Cc (®) e
simulados (—) para a fermentacdo extrativa com arraste por CO; iniciado apds 4 h

(FE2; Ce=58,4 g.LY).
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Figura 4.5 - Comparacao entre os valores experimentais de Cx (m), Cs (®) e Cz (®) e
simulados (—) para a fermentacéo extrativa com arraste por CO; iniciado apos 3 h (FE

3; Ce=43,3¢g.L™).

180 -
160 -
140 L
2o}
100 L
80 L

60 -

Concentracédo (g.L'l)

40

20

inicio do
stripping

A fermentacdo extrativa em batelada com inicio do arraste quando a

concentracdo de etanol no caldo era de 43.3 g.L™ (EF3; Figura 4.5 ) apresentou o maior

aumento na produtividade em etanol, em comparagdo com a fermentagcdo convencional. A

remocdo do etanol a partir do caldo de fermentagdo possibilitou uma redugdo do efeito
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inibitério do etanol sobre a levedura, resultando em uma maior velocidade de consumo de
substrato (rs=-dCs/dt) e uma baixa concentrac&o de substrato residual (Cs) de 1,9 g.L™* (cerca
de 1% do valor inicial) apds 7 h de fermentacéo.

Isto indica que a partir de 43,3 g.L™ de etanol o efeito de inibicdo no
crescimento celular e consequentemente na producdo de etanol passa a ser significativo,
ficando mais intenso conforme a concentracdo de etanol no caldo vai aumentando. Estes
resultados corroboram com os resultados obtidos por Aiba; Shoda; Nagatani (1968), que
mencionam que uma concentragdo de etanol acima de 40 g.L™ reduz significativamente o
crescimento celular e a producéo de etanol, afetando, portanto, a produtividade global do

processo.

No entanto, os resultados obtidos nas fermentagdes extrativas demonstram que
o efeito inibidor se torna mais forte para concentraces de etanol acima de 60 g.L™, como
mostrado pelos resultados obtidos na fermentacgéo extrativa FE1, em que a remocao do etanol
foi iniciada com a concentracdo de etanol no caldo igual a 65,5 g.L™?. Sendo esta a
fermentacdo que apresentou 0 menor aumento na produtividade em etanol em comparacao a
fermentacao convencional. Isto demonstra que em fermentacdes extrativas em batelada néo ¢
vantajoso iniciar a remocao do etanol por arraste com CO, em uma fase muito avancada da
fermentacdo. Estes resultados estdo de acordo com os de Taylor et al. (1996), que observaram
que o efeito adverso de etanol em células de levedura se tornou mais forte em concentragcdes

de etanol superiores a 60 g.L™.

Pode ser observado nas Figuras 4.3, 4.4 e 4.5 que as fermentacGes extrativas
apresentaram um comportamento diferente com relacdo ao consumo do substrato, quando
comparadas com a fermentacdo convencional. Em todas as fermentacbes extrativas, a
velocidade de consumo do substrato (rs=-dCs/dt) aumentou ap0s o inicio da extracdo do
etanol, resultando no consumo total do substrato num tempo menor, devido a reducdo da
inibicdo do etanol sobre a levedura. Este efeito foi mais evidente para a fermentacdo extrativa
FE3 (Figura 4.5), a qual terminou cerca de 2 h antes que a fermentacdo convencional. Além
disso, as fermentacdes extrativas FE1, FE2 e FE3 resultaram em aumentos na produtividade
de etanol de 11,6, 21,4, e 24,8%, em comparacdo com a fermentacdo convencional (Tabela
4.3).
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O emprego da remocéo do etanol por arraste com CO; resultou em aumento na
produtividade do processo fermentativo em batelada, no entanto, os valores de produtividade
obtidos neste estudo ficaram em uma faixa inferior em relagdo aos valores de produtividade
encontrados na literatura (TAYLOR et al., 1997). Isto pode ser explicado pelo fato de que, no
presente estudo, todas as fermentagOes foram iniciadas com a mesma concentragdo de
substrato (Cso=180 g.L™) e ndo foi realizado o reciclo das células de levedura durante as
fermentacdes extrativas em batelada. Taylor et al. (1997), realizaram o estudo da fermentagéo
extrativa continua com arraste de etanol, empregando glicose como substrato em altas

concentragdes e reciclo das células de levedura.

Assim, caso 0 processo de fermentacdo extrativa empregando sacarose como
substrato e arraste de etanol por CO; realizado na propria dorna, conforme abordado neste
estudo, seja conduzido em batelada alimentada ou em modo continuo e com reciclo das

celulas de levedura ha a possibilidade de se obter maiores valores de produtividade.

As concentracfes maximas de etanol obtidas nas fermentacdes extrativas foram
iguais a 73,4 (FE1), 70,4 (FE2), e 68,0 g.L™ (FE3), valores esses bem abaixo do valor obtido
na fermentacdo convencional (82,1 g.L™) (Tabela 4.3), evidenciando que houve remocéo

significativa do etanol produzido.

Vale a pena mencionar que a remocgao continua de etanol por arraste com CO,
ja constitui uma etapa de recuperacao e concentracdo do etanol produzido. Em um processo
de fermentacdo continua empregando esta técnica, haveria geracdo de uma corrente de gas
rica em etanol, 0 que ajuda a minimizar os custos com energia necessarios para a etapa de

destilacéo.

Embora ndo tenha sido o foco do presente estudo, o etanol removido na
corrente de CO, pode ser recuperado por absorcdo em uma coluna de lavagem, como
realizado em instalacdes industriais brasileiras, ou por adsorcdo utilizando uma fase solida
adequada (HASHI; TEZEL; THIBAULT, 2010).

No processo convencional, a concentracdo de etanol aumenta até o final da
fermentacdo (9 h), devido a disponibilidade de substrato no caldo. Nas fermentacdes
extrativas, a concentracdo de etanol comecou a diminuir apds 7 h de processo, devido ao
esgotamento do substrato no caldo, com o consequente encerramento da producdo de etanol,

combinado com a remocdo continua de etanol por arraste com CO,. As concentracfes finais
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de etanol obtidas nas fermentagdes extrativas confirmam que o didéxido de carbono injetado
diretamente na dorna de fermentacdo removeu parte do etanol formado ao longo do processo
(Tabela 4.3).

Tabela 4.3 — Comparacgéo entre a fermentacdo convencional e extrativa.

o _ Fermentacdo
Variaveis Unidade i
Convencional  FE1 FE2 FE3
Cso gLt 173.7 180.3 1751 1735
Y xis Ox.0s 0.046 0.040 0.040 0.043
Ck total de etanol g.L? 82.1 84.8*  83.0r 82.5*
Ce maxima no caldo gLt 82.1 73.4 70.4 68.0
Produtividade volumétrica em L4
gL .h 9.1 10.2* 11.1* 11.4*

etanol

*Valores calculados considerando Csg= 180 g.L™ nas fermentacdo extrativas e
Ye/s=0.46 ge.gs™.

4.2.3 Efeito do CO; no pH da fermentacgéo

Um possivel efeito negativo da remocao do etanol por borbulhamento de CO,
seria uma reducdo do pH do meio de fermentacdo devido a formacao de acido carbénico. O
pH do caldo foi, portanto, monitorado durante as fermentacdes, a fim de avaliar o efeito do
CO; sobre a fisiologia das leveduras e cinética do processo. Na Figura 4.6 sdo apresentados

os perfis de pH ao longo do tempo para as fermentacdes em batelada.

Analisando a Figura 4.6 pode ser observado que o uso de CO, como gas
arraste ndo causou alteracdes significativas no pH do caldo durante a fermentacao extrativa
em relacdo a fermentacdo convencional. Em todas as fermentacdes com remocéo de etanol
por CO,, pequenas alteraces no pH s6 foram observadas ap0s 7 h. Cabendo destacar que para
tempos superiores a 7 h durante a fermentacdo extrativa a concentracdo substrato no caldo ja
estava proxima de zero. De acordo com o Norton e Krauss (1972), a inibi¢do do crescimento
da levedura S. cerevisiae torna-se mais intensa a altas pressdes de CO, (cerca de 2,7 atm).
Dixon e Kell (1989) concluiram que alta pressdo de dioxido de carbono leva a inibigdo da
divisdo e da producdo de novas células (brotamento) em S. cerevisiae, porém sem alterar a

velocidade de producgédo de CO,. Nas fermentacgdes extrativas descritas no presente estudo, o
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arraste do etanol por diéxido de carbono teve inicio apds a 3% (FE3), 4% (FE2), e 52 (FE1) hora
de fermentagdo. Assim, um possivel efeito no crescimento celular pode ser descartado em
razdo de que durante as primeiras horas de fermentagdo ndo foi feito o uso de CO,. Desta
forma o crescimento celular ocorreu normalmente permitindo o desenvolvimento da

fermentacao.

Figura 4.6 — Comparativo entre os perfis de pH ao longo do tempo para as
fermentagbes convencional e extrativa. (M) fermentagdo convencional, (®)
fermentacdo extrativa FE1, (A) fermentacdo extrativa FE2 e (@) fermentacdo
extrativa FE3.
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Uma consideracdo adicional é que o fermentador ndo foi pressurizado durante
a fermentacdo extrativa, de modo que o uso de CO, como um gas de arraste ndo afetou as
células de levedura durante o processo. Ademais, o efeito positivo da reducdo do efeito
inibitorio do etanol sobre a levedura, resultou no aumento da produtividade das fermentacdes
extrativas, evidenciando que as células de levedura ndo foram afetadas pelo processo de

arraste com CO..

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que a utilizacdo da remocéo
do etanol por arraste com CO; realizado na propria dorna durante o processo de fermentacao

pode diminuir significativamente o efeito inibitorio de etanol sobre as células de levedura.

O modelo matematico proposto para a fermentacdo extrativa em batelada,

considerando a remocao do etanol e da agua devido ao arraste por CO, foi capaz de prever o
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comportamento da fermentacdo extrativa ao longo do tempo. Esta mesma abordagem pode ser
aplicada para realizar a modelagem de processos fermentativos em outros modos de operacéo,
como a batelada alimentada e 0 modo continuo, os quais sdo realmente empregados para

producao de etanol nas indUstrias do setor sucroalcooleiro.



Capitulo 5

PRODUCAO DE ETANOL POR FERMENTACAO
EXTRATIVA EM BATELADA ALIMENTADA COM
ARRASTE DE ETANOL POR CO,: MODELAGEM E
VALIDACAO EXPERIMENTAL
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Prefacio

Neste capitulo é apresentado o estudo da fermentacdo extrativa em batelada
alimentada. O objetivo dessa etapa do trabalho foi avaliar a producdo de etanol por
fermentacdo extrativa em batelada alimentada empregando CO, como gas de arraste. Para
isso, foi utilizada uma adaptacdo da configuracdo experimental empregada no estudo da
fermentacdo extrativa em batelada. Inicialmente, foi realizada a modelagem da fermentagéo
alcodlica convencional em batelada alimentada e a partir dos dados experimentais da
fermentacdo em batelada alimentada o modelo cinético foi ajustado e os parametros
estimados. Na sequéncia, foi realizada a modelagem da fermentacdo alcodlica extrativa em
batelada alimentada com remocdo do etanol e da dgua a partir do meio de fermentacéo pelo
modelo de primeira ordem definido no Capitulo 3. Foram realizados ensaios de fermentacéo
extrativa com tempos de enchimento da dorna de 3 e 5 h e inicio do arraste de etanol por CO,
com 3 e 5 h de fermentacdo. Com tempo de enchimento da dorna de 5 h e o inicio do arraste
com 3 h de processo foi possivel realizar fermentacfes extrativas com concentracdes de

sacarose na alimentacéo de até 240 g.L™.

5.1 MATERIAL E METODOS

5.1.1 Equipamento

As fermentacGes convencionais e extrativas em batelada alimentada foram
realizadas usando o mesmo biorreator pneumatico descrito no item 4.1.1. Na Figura 5.1 esta
ilustrado um esquema do aparato experimental empregado nos experimentos de fermentagéo
em batelada alimentada. Na Figura 5.2 é apresentada uma imagem da bancada de trabalho

empregada nos experimentos de fermentacdo em batelada alimentada.
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Figura 5.1 — Esquema representativo do aparato experimental empregado nos
experimentos de fermentacdo em batelada alimentada. Descri¢do: (1) Cilindro de COg;
(2) Fluxémetro de massa; (3) Banho termostatizado; (4) Biorreator; (5)
Antiespumante; (6) Bomba peristéltica; (7) Meio de cultura; (8) Termémetro; (9)
Rotor; (10) Retirada de amostra; (11) Exaustdo (CO, + etanol + agua).

M

Fonte: O autor.

Figura 5.2 — Imagem da bancada de trabalho empregada nos experimentos de
fermentacdo em batelada alimentada.

Fonte: O autor.
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5.1.2 Microrganismo e meio de cultura

Para realizacdo desta etapa da tese foi utilizado o microrganismo descrito no
item 4.1.2. O meio de cultura empregado apresentou 0S mesmos constituintes descritos
anteriormente (item 4.1.3). Nos experimentos com concentragdes iniciais de substrato (Cso)
iguais a 220 e 240 g.L ", as quantidades de KH,PO4, MgSO,-7H,0, extrato de levedura e

ureia foram aumentadas em 20%, de forma a se evitar limitagdes nutricionais.

5.1.3 Procedimento experimental batelada alimentada convencional e extrativa

Nos experimentos em batelada alimentada o volume do indculo foide 1,5L, o
qual continha 75 g de levedura (massa seca) hidratada previamente por 30 min em 500 mL de
4gua. Na composicdo do inculo ndo havia presenca de substrato e produto (Cs=0 g.L" e
Ceo=0 g.L™). Ao volume inicial do inéculo foram alimentados em cada ensaio 3,5 L de meio
de cultura (substrato) com diferentes vazdes de alimentacdo. No inicio do cultivo foi feito o
uso de antiespumante (Qualifoam, diluido 1:10) para impedir formacao excessiva de espuma.
Apos o inicio do processo fermentativo, a agitacdo foi mantida em 250 rpm até final da
fermentacdo. A temperatura foi mantida em 34 °C fazendo circular agua proveniente de um
banho termostatizado pela camisa do biorreator. Amostras de 30 mL foram retiradas a cada 1

h. O volume do meio aumentou linearmente com o tempo, segundo a Equacéo 5.1.
V=V,+Ft (5.1)

onde:
Vo € 0 volume inicial (L).

F é a vazdo de alimentagdo do substrato (L.h™).

Nos ensaios de fermentacdo extrativa em batelada alimentada seguiu-se o
mesmo procedimento descrito para a fermentacdo convencional, sendo que no momento do
inicio do arraste gasoso foi desligada a agitacdo mecanica e a vazdo do gas de arraste foi
controlada empregando-se um fluxdmetro de massa AALBORG, modelo GFC 37. A vazéo
especifica de CO, empregada nas fermentacgdes extrativas foi de 2,5 vvm, definida a partir do

estudo de arraste de etanol de solugdes alcodlicas descrito no Capitulo 3.
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5.1.4 Determinac0es analiticas

As concentracBes de células, sacarose, glicose, frutose e etanol foram
determinadas conforme descrito no item 4.2.4.

No final das fermentacOes em batelada alimentada, foram recolhidas amostras
para avaliar a viabilidade celular da levedura. A contagem de células viaveis foi realizada
utilizando um microscépio 6ptico (Olympus, BX50F-3), empregando o método de coloracdo
com azul de metileno (LEE; ROBINSON; WANG, 1981).

5.1.5 Modelagens mateméticas das fermentacGes convencional e extrativa

Durante a fase de enchimento da dorna em um processo fermentativo operando
em batelada alimentada convencional com geracdo do produto (etanol) associada ao
crescimento celular, os balangos de massa para células (X), substrato (S) e etanol (E),
considerando a variacdo do volume devido a vazdo de alimentacdo (F), podem ser

representadas pelo conjunto de equacdes diferenciais ordinarias que segue:

dCx 1

E—H'CX—CX'V'F (52)
dC 1

d—::(CSF—CS)'V'F—K/S'H'CX (53)

YE

e _ s\ 0x— Cp-t-

n _YX/S - Cx — Cg v F (5.4)
Y_F (5.5)

dt

onde:

Cx é a concentracdo celular (g.L™).

u é a velocidade especifica de crescimento celular (h™).

Cs é a concentragdo de substrato limitante (g.L™).

Csr é a concentracdo de substrato na alimentacéo (g.L™).

Ck é a concentracdo de etanol (g.L™).

Yyxs € Yes sd0 os coeficientes de rendimento de substrato a células (gx.gs™) e a etanol

(9e.gs™), respectivamente.
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Apos a etapa de alimentacdo do mosto, o processo fermentativo continua em
modo batelada até que o substrato seja esgotado. Nesta fase da fermentacdo, as equacGes de
balanco de massa a volume constante (F=0) para as células (X), substrato (S) e etanol (E) séo

dadas pelo conjunto de equac6es que seguem (Equactes 5.6 a 5.8).

dCx

praial Cx (5.6)

dCs 1

F——Q'H'CX (57)
s

= u- Cx (5.8)

O modelo de crescimento utilizado neste estudo foi o modelo cinético hibrido de
Andrews-Levenspiel, considerando as inibi¢cbes de substrato e produto dado pela Equacéao
5.9.

M= Mmax LZ) (1 — )n (5.9)

Cs C
Kg+Cs+_— Emax
( S Kis

onde:
tmax € a velocidade especifica méxima de crescimento celular (h™).
Ks é a constante de saturacdo (g.L™).
Kis é a constante de inibicao pelo substrato (g.L™).
Cemax € a concentragdo méaxima de etanol a partir da qual cessa o crescimento celular (g.L™).
n é uma constante adimensional (-).
Os coeficientes de rendimento de substrato a células e a produto (etanol), Y xs

e Ygs, sao obtidos pelas Equacdes 5.10 e 5.11.

_ _ &XpVi-CxoVo
YX/S - (Vf_VO)'CSF—CSf'Vf (5.10)
CgsV
Y 5 = Ef Vr (5.11)

(V¢—Vo)-Csp—Csg Vg

onde:
Os subscritos "0" e "f" referem-se aos tempos iniciais e finais, respectivamente.

O subscrito "F" refere-se a alimentacéo.
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5.1.6 Ajuste do modelo cinético

Conforme descrito no item 4.1.7, os parametros cinéticos foram estimados
utilizando o método de regressdo nao-linear de Nelder e Mead (1965), juntamente com o
algoritmo de Runge-Kutta para solucdo numérica das equacbes diferenciais que
representavam o modelo. O critério utilizado para a melhor otimizacédo e ajuste de parametros

foi a minimizagdo da soma dos quadrados dos residuos.

5.1.7 Modelagem matemética da fermentacdo extrativa em batelada alimentada com

arraste de etanol por CO;

Na modelagem matematica da fermentacdo extrativa em batelada alimentada,
foi considerada a remocéo de etanol e agua e também a variacdo do volume do meio durante o

arraste com CO,. O modelo utilizado encontra-se descrito pelas Equacfes de 5.12 a 5.19.

Durante a fase de alimentacdo do mosto (etapa em batelada alimentada):

dCx

1

F—u-Cx—Cx-;-F (5.12)

dc 1

d—tsz(CsF—Cs)-—-F—E-u-Cx (5.13)
S

dcg _ YBs CX— Co 2 F—ke-C (5.14)

T Yx/g peLX E'y E"LE -

dv _ - (keg'Cptkw (Pw—Cg))V

a F - (5.15)

onde:
ke é a constante de velocidade de remocao de etanol (h™).
kw € a constante de velocidade de remocao de agua (h™).

pw é a densidade da agua (g.L™).

Apos a fase de enchimento (Fase em batelada):

dCx 1 dv
F_HICX_CX.V.E (516)
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deg _ YB5 Cx— Ce- LYok (5.18)
dc Yy o LX E'y a¢ “ETE '

dv _ (kg'CE+kw'(pw=Cg))'V

= - (5.19)

Dada a faixa de concentracio de etanol aplicada neste estudo (40 to 80 g.L™), 0
valor da massa especifica foi considerado como sendo o da agua a 34 °C (pw=994 g.L™)
(PERRY; GREEN; MALONEY, 1997).

Para o calculo de Cx, Cs e Cg durante o curso da fermentacdo foi realizada a
solugdo numérica do conjunto equacdes diferenciais Equacdes (5.12 a 5.19). Para isso, foi
utilizado o algoritmo de Runge-Kutta, implementado em ambiente Scilab v. 5.4.1.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 Fermentacdo alcodlica convencional em batelada alimentada com diferentes

tempos de enchimento: Ajuste do Modelo e estimativa de parametros cinéticos

Durante a fermentacdo alcoolica, a levedura sofre efeitos inibitorios causados
pelo substrato, bem como pelo etanol formado e acumulado na dorna durante o processo. O
uso de fermentacdo em batelada alimentada (fed-batch) permite regular a concentracdo de
substrato na dorna, a fim de minimizar os efeitos da inibicdo do substrato. Por isso, 0 tempo
de enchimento da dorna (te) tem uma influéncia importante sobre a fermentacdo em modo
batelada alimentada. A fim de avaliar o efeito do tempo de enchimento e para realizar a
modelagem matematica da fermentacdo convencional em batelada alimentada, foram
conduzidos experimentos com tempos de enchimento (te) de 3 e 5 horas com uma

concentracdo de sacarose na alimentacéo (Crs) de 180 g.L™.

Para determinar os parametros do modelo cinético hibrido, primeiramente 0s
coeficientes de rendimento em células e etanol (Yxs € Ygis) foram calculados utilizando as
Equacdes 5.10 e 5.11. Na sequéncia, 0s parametros cinéticos pmax , Ks, Kis, Cemax € N foram

estimados utilizando o algoritmo de Nelder e Mead (1965) para realizar a otimizacdo e o
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método de Runge-Kutta para a resolucdo numérica do sistema de equacgdes diferenciais.
Valores dos pardmetros cinéticos foram obtidos com base nos melhores ajustes entre 0s
valores calculados e experimentais de Cx, Cs e Ce das fermentagdes alcodlicas convencionais

em batelada alimentada sem remogé&o de etanol realizadas em duplicata (FC1 e FC2).

Na Tabela 5.1 sdo mostrados os valores estimados dos parametros cinéticos
relativos as fermentacfes convencionais FC1 e FC2. Os valores dos parametros estimados

estdo proximos de valores encontrados na literatura (GUIDINI et al., 2014).

Tabela 5.1 - Valores estimados dos pardmetros cinéticos para a fermentagdo
convencional em batelada alimentada (duplicatas FC1 e FC2).

Parametros Valores
Yis (x5 ™) 0,0441+0,0007
Yes (9e.0sY) 0,454+0,015
tmax (h™) 0,127+0,002
Ks (g.L™) 25,1+1,8
Kis (g.L™Y 131,8+9,3
Cemax (Q.L7) 86,1+1,7
n" (-) 0,22+0,03

*: intervalo de confianca de 95%.

A Figura 5.3 apresenta a comparacdo entre os valores simulados e
experimentais para as concentracdes de células (Cx), substrato (Cs) e etanol (Cg), ao decurso
das fermentacdes convencionais em batelada alimentada com tempos de enchimento (te) de 3
e 5 h. Pode ser observado um excelente ajuste dos dados simulados aos dados experimentais,
mostrando que o modelo cinético hibrido de Andrews-Levenspiel foi adequado para descrever

0 comportamento da fermentacdo alcoolica convencional em batelada alimentada.
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Figura 5.3 - Grafico Comparativo entre os valores simulados (—) e experimentais de
Cx (M), Cs (®) e Ce (@) para a fermentagdo convencional em batelada alimentada
com concentracdo de substrato na alimentacdo de 180 g.L™. (A) FC1 — tempo de
enchimento (te) de 3 h; (B) FC2 - tempo de enchimento (te) de 5 h.

140 ——————

120

=
o
o

[0}
o

. -1
Concentracao (g.L
5 83

N
o

(A)

o

140

120

=
o
o

-1

o]
o

Concentracao (g.L
5 8

N
o

o

(B)

tempo (h)

Pode-se observar pela Figura 5.3 diferencas significativas entre os perfis de Cs
e de Cg obtidos utilizando tempos de enchimento de 3 e 5 h. Na fermentacdo com te=3 h
(Figura 5.3A), a concentracédo de substrato acumulado na dorna atingiu um valor de cerca de

120 g.L™ no final do enchimento, enquanto que com te=5 h (Figura 5.3B), a concentragdo
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acumulada foi em torno 75 g.L™. No entanto, o esgotamento do substrato ocorreu em 9 h em

ambas as fermentacdes convencionais.

5.2.2 Fermentacdo extrativa em batelada alimentada utilizando diferentes tempos de

inicio do arraste e diferentes concentracdes de substrato no mosto

Os valores calculados dos parametros de arraste ke e ky (Tabela 3.16) e o
modelo para a fermentagdo extrativa em batelada alimentada (Equagdes 5.12-5.19) foram
utilizados em conjunto com os valores dos parametros cinéticos (Tabela 5.1) para avaliar o
efeito da remocdo do etanol sobre a dindmica da fermentagdo alcodlica em batelada

alimentada com arraste por CO,.

Foram avaliados os efeitos do substrato e etanol acumulados em fermentacdes
extrativas em batelada alimentada realizados com uma concentracdo de substrato de
alimentacdo (Csg) de 180 g.L™, temperatura de 34,0 °C, com vazio especifica de CO, (¢) de
2,5 vwm, tempo de enchimento (te) de 3 e 5 h, com o inicio do arraste de etanol ap6s 3 e 5 h

de fermentacéo.

A Figura 5.4 apresenta os valores simulados e experimentais de Cs, Cx e Cg
ao decorrer das fermentacdes. Pode-se observar que o modelo proposto foi adequado para
prever o comportamento da fermentacdo extrativa com alta precisdo. Também pode ser
observado um comportamento diferente das fermentacdes extrativas em relacdo a fermentacéo

convencional.

O perfil de concentracdo de substrato na fermentacdo extrativa FE1 com tempo
de enchimento e inicio da extracdo fixados em 3 h (Figura 5.4A) mostrou 0 mesmo
comportamento que o da fermentacdo convencional em batelada alimentada da Figura 5.3A,

com uma concentracdo de aclcar de cerca de 120 g.L™ ao final do tempo de enchimento (te).
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Figura 5.4 — Graficos comparando os valores simulados (—) e experimentais para as
concentracdes de células Cx (m), substrato Cs (#) e etanol Cg (®) nas fermentacdes
extrativas em batelada alimentada: (A) FE1 - te e inicio do arraste na 3 h; (B) FE2 - te
e inicio do arraste na 5 h; (C) FE3 - te de 5 h e inicio do arraste na 3 h.
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No entanto, a velocidade de consumo de substrato (rs, em g.L™.h™) aumentou
apos o inicio da remocao do etanol por arraste com CO,. Consequentemente, 0 consumo total
do substrato ocorreu antes na fermentacdo extrativa (FE1) em relacdo a fermentagéo
convencional (FC1), devido a reducdo da inibicdo pelo etanol. O consumo total do substrato
ocorreu aproximadamente 1 h antes em FE1 em comparagdo com FC1, com uma
produtividade volumétrica de etanol igual a 10,0 g.L .h?, o que representa um ganho de

11,1% em relacéo a fermentacdo convencional sem remocéo de etanol (Tabela 5.2).

Na fermentacdo extrativa FE2 realizada com tempo de enchimento de 5 h
observa-se um menor acumulo de substrato ao final da fase de enchimento (Figura 5.4B). No
entanto, o consumo total do substrato ocorreu em 8 h. Esse comportamento foi devido ao
arraste por CO; ter sido iniciado depois de 5 h de fermentacdo, quando a concentracdo de
etanol no caldo era aproximadamente de 55 g.L™. Mesmo depois de iniciado o arraste com
CO,, a concentracdo de etanol no caldo continuou aumentando, atingindo um valor maximo
de 68,6 g.L™ ap6s 8 h de fermentacéo, com uma produtividade volumétrica de 10,2 g.L™*.h™.
Novamente, a remocdo de etanol durante a fermentacdo diminuiu seu efeito inibitorio,
resultando em aumento da produtividade de etanol quando comparada a fermentacéo
convencional (Tabela 5.2).

A Figura 5.4C ilustra os resultados para fermentagdo extrativa FE3, com tempo de

enchimento de 5 h e o inicio do arraste ap6s 3 h, quando a concentragdo de etanol no caldo era
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de 46,9 g.L ™. Observa-se novamente que a velocidade de consumo de substrato (rs) aumentou
apos o inicio da remocédo do etanol por arraste com CO,, devido a reducdo da inibicdo pelo
etanol. Isto resultou no consumo total do substrato aproximadamente 1 h antes do que na
fermentacdo convencional (FC2), obtendo-se uma produtividade volumétrica em etanol de
10,3 g.L1.h™ (Tabela 5.2).

Tabela 5.2 - Comparativo entre as fermentacdes convencionais (FC) e extrativas (FE)
realizadas com tempos de enchimento de 3 e 5 h e inicio do arraste de etanol por CO,

ap6s 3eb5h.
Fermentacao
Variaveis Unidade
FC1 FC2 FE1 FE2 FE3
Cso ou Csg gL' 1824 1839 1781 180,6 1827

Cs ao final do tempo de enchimento g.L* 1238 746 1143 63,3 60,0
Ce no inicio do arraste de etanol g.L* - - 33,2 557 46,9
Ce total calculada® g.L? 81,4 831 801 81,3 822

Ce maxima no caldo de fermentacéo g.L? 81,4 831 648 686 650

Produtividade volumétrica de etanol®  g.L™h™ 9,0 91 10,0 10,2 10,3

*Calculado considerando Cs, de cada fermentacéo e Ye/s= 0,45 ge.gs™.
*Calculado com base no C total no processo.

Fica evidente que a utilizacdo da remocdo de etanol por arraste com CO,
proporcionou valores mais elevados de produtividade para as fermentacGes extrativas FE1,
FE2, e FE3 (Tabela 5.2).

Para uma concentracéo de substrato de 180 g.L™, o tempo de enchimento (te)
de 3 h (FE1) fornece uma concentracio de substrato mais elevada (114,3 g.L ™) ao final do
enchimento (Tabela 5.2). Quando te de 5 h foi empregado (FE2 e FE3), a concentracdo do
substrato no final do enchimento da dorna foi em torno de 60 g.L™. Assim, tempo de
enchimento de 5 h e o inicio do arraste por CO, em 3 h (Cg~40 g.L™) resultaram em uma
menor concentracdo de etanol no caldo ao longo da fermentacdo e, consequentemente, na
diminuicdo da inibicdo pelo etanol. O tempo de enchimento (te) de 5 h também contribuiu
para controlar a concentracdo do substrato no caldo de fermentacdo, minimizando a inibi¢ao

pelo substrato durante as primeiras horas da fermentagéo.
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Com base nos resultados apresentados na Tabela 5.2, o tempo de enchimento
de 5 h foi estabelecido para utilizagdo nas fermentagOes subsequentes com elevadas
concentragdes de substrato na alimentacdo da dorna. Foram realizadas fermentagfes extrativas

com as seguintes concentragdes de substrato na alimentacdo (Cse): 200, 220 e 240 g.L™.

Além dos resultados mostrados na Tabela 5.2, simulacdes foram realizadas
com as concentracdes de substrato de 200, 220 e 240 g.L™ empregando tempo de enchimento
de 3 h. As simula¢Bes mostraram que com te=3 h, altos valores de Cs ocorreram no caldo de
fermentacdo (até 180 g.L™) ao final da fase de enchimento, o que poderia comprometer o
processo nas horas inicias devido a uma possivel inibicdo pelos altos valores de concentracdo
de substrato acumulado. O inicio do arraste apés 3 h de fermentacdo (Ce~40 g.L™) foi
definido com base nos valores de concentracdo de etanol no caldo de fermentacdo (Tabela
5.2) e nos resultados obtidos no Capitulo 3. Assim, as fermentagdes a seguir foram realizadas
empregando tempo de enchimento de 5 h e o inicio do arraste de etanol por CO, apés 3 h de

fermentacao.

As Figuras 5.5, 5.6 e 5.7 apresentam as comparacOes entre os valores
simulados e experimentais de Cx, Cs e Cg para as fermentagdes alcoolicas convencionais e
extrativas em modo batelada alimentada, empregando concentracbes de substrato na
alimentacdo de 200, 220 e 240 g.L™. Mais uma vez foi obtida uma excelente concordancia
entre 0s valores experimentais e simulados de Cx, Cs, e Ce para as fermentacGes em batelada

alimentada.

Os resultados para a fermentacdo convencional FC3 (Figura 5.5A) mostrou
que, com tempo de enchimento da dorna (te) de 5 h, a concentracdo maxima de substrato no
caldo foi de 90 g.L™ quando a concentracdo do substrato na alimentacdo foi de 200 g.L™. No
entanto, esta concentracdo de substrato resultou em uma fermentacdo incompleta, com 9,2
g.L™ de agtcar residual e uma concentracdo de etanol acumulada de 84,8 g.L™ apé6s 12 h de

fermentacao.

A Figura 5.5B apresenta os resultados para a fermentacdo extrativa FE4, com
0 arraste por CO, iniciado ap6s 3 h (Ce=48,6 g.L™). Devido & remocdo parcial do etanol por
arraste a concentracdo méaxima de etanol no caldo de fermentacdo foi de 69,1 g.L™. Assim,
houve uma diminui¢cdo da inibicdo pelo etanol, o que resultou no consumo completo do

substrato em 9 h de fermentagéo.
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Figura 5.5 - Gréficos comparativos entre os valores de concentragdo simulados (—) e
experimentais de Cx (m), Cs (@) e Ce (®) para fermentacdo alcodlica em batelada

alimentada com Csg=200 g.L™ e te=5 h. (A) fermentagdo convencional (FC3); (B)
fermentagdo extrativa (FE4).

100 ———————

80

Concentracao (g.L )
ES 3

N
o

(A)

L 1 L 1 L 1 L 1 1 1 L Im

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

100 ————

80

Concentracdo (g.L l)
ES 3

N
o

(B)

tempo (h)

A Figura 5.6A apresenta os resultados para a fermentacdo convencional FC4,
realizada com uma concentragdo de substrato na alimentagdo de 220 g.L™ e te=5 h. Estas
condicdes resultaram em uma concentracdo maxima de substrato no caldo fermentacdo de 110
g.L™. No entanto, apés 8 h de fermentacdo a concentragdo de etanol no caldo era 75 g-L™,
assim, um forte efeito de inibicdo devido ao etanol acumulado provocou uma diminuicdo da

velocidade de consumo do substrato, resultando em uma fermentagdo incompleta com 27,8
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g.L? de actcar residual e uma concentracdo de etanol 86,5 g-L™ ao final de 12 h de
fermentacao.

Figura 5.6 - Gréaficos comparativos entre os valores de concentragdo simulados (—) e
experimentais de Cx (m), Cs (@) e Ce (®) para fermentacdo alcodlica em batelada

alimentada com Csg=220 g.L™" e te=5 h. (A) fermentagdo convencional (FC4); (B)
fermentagdo extrativa (FES).
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A Figura 5.6B ilustra os resultados obtidos para fermentacdo extrativa em
batelada alimentada FE5 conduzida com concentracdo de substrato na alimentacdo de 220
g.L? e inicio do arraste com 3 h de fermentacdo, quando a concentracdo de etanol era 42,3

g.L™. A concentragdo méaxima de etanol no caldo de fermentagéo foi de 75,3 g.L™ e consumo
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total do substrato ocorreu em 10 h de fermentagdo, demostrando a reducdo da inibi¢do pelo
etanol devido a técnica de arraste com CO,. A concentracdo méaxima de etanol obtido na
fermentagdo FE5 (Ce=75,3 g.L ™) foi inferior & concentracio maxima de etanol que cessa 0
crescimento celular (Cema=86,1 g.L™), indicando que haveria a possibilidade de realizar uma
fermentacéo com concentracao de substrato na alimentago de 240 g.L™.

Figura 5.7 - Gréficos comparativos entre os valores de concentragdo simulados (—) e
experimentais de Cx (m), Cs (@) e Ce (®) para fermentacdo alcodlica extrativa em
batelada alimentada (FE6) com Csg=240 g.L™ e te=5 h.
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A Figura 5.7 apresenta os resultados obtidos para fermentacédo extrativa FE6,
realizada com uma concentracdo de substrato na alimentagdo de Csr =240 g.L™, tempo de
enchimento de te=5 h e com inicio do processo de arraste por CO, com 3 h de fermentacéo,
quando a concentracdo de etanol era de 37,9 g.L™. Sob estas condicdes, a concentracio
méxima de substrato no caldo de fermentacéo foi de 139,3 g.L™ e a concentragdo maxima de
etanol foi de 76,9 g.L ™. O tempo de enchimento de 5 h e o inicio do arraste de etanol com 3 h
resultaram em uma fermentacdo com consumo total do substrato alimentado em 12 h. De
acordo com Thatipamala; Rohani; Hill (1992), a inibicdo pelo substrato sobre as células de
levedura acorre em concentragdes superiores a 150 g.L™. No presente estudo, o tempo de
enchimento da dorna de 5 h, foi capaz de manter a concentracdo de substrato do caldo de
fermentacdo em valores inferiores a 150 g.L™. Assim, foi possivel conduzir a fermentacio
alcodlica em batelada alimentada com remocdo do etanol por arraste com CO, com
concentracdes de substrato na alimentago de até 240 g.L™.
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Os resultados apresentados nas Figuras 5.5A e 5.6A mostram que ocorreu uma
diminuicdo da velocidade de consumo de substrato e de formacdo de etanol ap6s 8 h de
fermentacdo, isso devido ao forte efeito de inibicdo causado pela elevada concentracdo de
etanol presente meio fermentativo (>70 g.L), resultando em menor produtividade
volumétrica de etanol. Um efeito similar foi reportado por Taylor et al. (1996), que
mencionam que a inibigdo do etanol sobre a levedura foi maior em concentragdes de etanol
superiores a 60 g.L™". Além disso, vale ressaltar que uma concentragdo de etanol acima de
85,0 g.L™! praticamente interrompeu a producdo de etanol, concordando com Maiorella et al.
(1983), os quais mostraram que uma concentracéo de cerca de 95 g.L ™ inibiu completamente

o crescimento celular de leveduras.

Neste estudo, utilizando a fermentacdo extrativa em batelada alimentada, foi
possivel alimentar a dorna com um mosto 11,1% mais concentrado em termos de aglcar
(FE4; Csg=200 g-L™), resultando numa produtividade em etanol de 9,7 g.L™.h™ (Tabela 5.3).
Quando foi empregado um mosto 22,2% mais concentrado em actcar (FE5; Csg=220 g.L™?), a
produtividade em etanol foi de 10,1 g.L™".h™* (Tabela 5.3). Foi possivel ainda realizar uma
fermentacdo extrativa com mosto 33,3% mais concentrado em actcar (FE6; Csg =240 g.L™),

com uma concentracdo final de etanol no caldo de 76,9 g.L™ (Tabela 5.3).

Tabela 5.3 - Comparativo entre as fermentacdes convencionais (FC3, Csg=200 g.L™ e
FC4, Csp=220 g.L™) e extrativas (FE4, Cse=200 g.L™; FE5, Cs;=220 g.L™ e FES,
Cse=240 g.L ") em batelada alimentada realizadas com te = 5 h e inicio do arraste de

etanol por CO, com 3 h de fermentacéo.

o _ Fermentacao
Variaveis Unidade
FC3 FC4 FE4 FE5 FE6
Cso ou Csg gLt 1944 2141 1951 2236 2450
Residual Cs no final da fermentacao g.L? 9,2 27,8 0,0 0,0 0,0
Ce total no processo® g.L? 87,5 9,3 87,8 100,6 110,0

Ce final no caldo de fermentacéo gLt 848 865 691 733 769
Produtividade volumétrica de etanol® g.L*h* 71 72 97 101 9,2
Ce total® °GL 111 122 11,1 128 14,0

“Calculado considerando Cs, para cada fermentac&o e Yess =0,45 ge.gs ™.

bCalculado com base na Ck total de etanol no processo.

“Calculado a partir da concentracéo total de etanol no processo e considerando a densidade do
etanol.
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Estudos da literatura relacionados ao uso de arraste gasoso relataram aumentos
na utilizacdo do substrato e na quantidade de produto (n-butanol) formado em fermentacGes
em batelada alimentada com remocdo do produto por arraste gasoso (EZEJI et al., 2005; LU
et al., 2012; XUE et al., 2012). Isto demonstra que a fermentacdo extrativa em batelada
alimentada pode ser empregada para minimizar a inibicdo pelo substrato que pode ocorrer nas
primeiras horas do processo e ao mesmo tempo reduzir a inibicdo de etanol devido a remocéo
do produto a partir do caldo de fermentacdo por arraste com CO,, permitindo que a

fermentacdo prossiga até o esgotamento do substrato.

As concentragdes de etanol no caldo ao final das fermentagdes extrativas FE4,
FES e FE6 foram 69,1, 73,3 e 76,9 g.L™ (8,8, 9,3 e 9,7 °GL), respectivamente. Estes valores
estdo muito proximos aos valores obtidos nas destilarias brasileiras empregando fermentagéo
alcoolica convencional (8-10 °GL). Isto significa que o vinho obtido a partir das fermentacGes
extrativas realizadas com substrato concentrado pode ser enviado para a etapa de destilacéo,
sem comprometer a eficacia do processo. Um ponto importante ¢ que na fermentacdo FE6,
com concentracdo de substrato na alimentacdo de 240 g.L™ resultou em uma concentragéo
total de etanol no processo (considerando o etanol no vinho mais etanol arrastado pelo CO,)
de 110,3 g.L™ (14 °GL) (Tabela 5.3). Este valor é muito superior as concentracdes tipicas de

etanol no vinho encontrados em destilarias brasileiras.

Na fermentacéo alcodlica convencional em condigdes industriais, as células de
levedura séo expostas a inibicdo por substrato e produto (etanol). Em razéo desses efeitos, as
usinas brasileiras utilizam baixas concentragcdes de substrato e, consequentemente, produzem
vinhos finais com baixas concentracdes de etanol, resultando na geracao de grandes volumes
de vinhaca e no alto consumo de vapor para se obter etanol combustivel com concentragédo de
96 °GL (v.v'). O uso de fermentagdo extrativa em batelada alimentada com arraste de etanol
por CO, pode ser uma excelente forma de reduzir os efeitos inibitorios tanto do substrato
quanto do etanol sobre as células de levedura e, assim, proporcionar um melhor desempenho
do processo comparado com o processo fermentativo convencional. Além disso, a utilizacdo
de mosto mais concentrado em sacarose resulta no aumento da producdo de etanol na mesma

instalacdo industrial.
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5.2.3 Estudo da viabilidade celular durante as fermentagdes extrativas em batelada

alimentada

Ao final das fermentagOes em batelada alimentada, amostras foram analisadas
usando um microscépio Optico para determinacdo da viabilidade celular. Nas fermentacfes
convencionais em batelada alimentada FC1 e FC2 (Cs=180 g.L™), a viabilidade celular
média foi de 55% (com 9 h de fermentacdo). Nas fermentacdes convencionais com
concentracdes de substrato de Csu=200 g.L" e Cs=220 g.L" (FC3 e FC4), a viabilidade
celular média foi de 49% (com 12 h de fermentacdo). As fermentagdes extrativas em batelada
alimentada realizadas com concentragdes de substrato de 180 g.L" (FE1, FE2 e FE3)
apresentaram viabilidade celular média de 64%. Nas fermentacdes extrativas com maiores
concentracdes de substrato (EF4, EF5, e EF6 ) a viabilidade média foi de 59%. Os valores de
viabilidade obtidos para fermentacdes extrativas FE1, FE2 e FE3 podem ser explicados pelo
fato de que ao final destas fermentacOes as concentracfes de etanol no caldo foram menores
do que os valores obtidos em fermentacGes convencionais FC1 e FC2. Estes resultados
confirmam que elevadas concentracdes de etanol (80>g.L™) apresentam efeito negativo sobre

as células de levedura reduzindo sua viabilidade.



Capitulo 6

OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE ETANOL POR
FERMENTACAO EXTRATIVA EM BATELADA
ALIMENTADA UTILIZANDO CO, COMO GAS DE
ARRASTE
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Prefacio

Neste capitulo é apresentado o estudo da otimizacdo da fermentacdo extrativa,
baseado na modelagem matematica do processo fermentativo em batelada alimentada
empregando CO, como gas de arraste desenvolvida no Capitulo 5. Um algoritmo genético foi
empregado para realizar a otimizagdo da fermentagdo convencional em batelada alimentada
(sem arraste), visando obter a vazdo 6tima de alimentacdo do mosto. Na sequéncia, esse
algoritmo foi usado para otimizar simultaneamente a vaz&o de alimentagdo e a concentragao
de etanol para iniciar o arraste por CO; das fermentacdes extrativas em batelada alimentada,
de modo a obter a maxima produtividade em etanol. De forma a validar as condicdes
definidas na etapa de otimizagdo, foram realizadas fermentagdes extrativas em batelada

alimentada com altas concentragdes de agucar no substrato.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Equipamento

Os ensaios de fermentacdo alcoolica em batelada alimentada convencional e

extrativa foram conduzidos no mesmo aparato experimental descrito no item 5.2.1.

6.2.2 Microrganismo e meio de cultura

Para realizacdo desta etapa da tese foi utilizado o microrganismo descrito no
item 5.2.2. O meio de cultura empregado apresentou 0s mesmos constituintes descritos
anteriormente (item 5.2.2). Nos experimentos com concentragdes iniciais de substrato (Cso)
iguais a 260, 280 e 300 g.L ™, as quantidades de KH,PO,, MgSO,-7H,0, extrato de levedura e

ureia foram aumentadas em 20%, de forma a se evitar limitacGes nutricionais.

6.2.3 Procedimento experimental das fermentacdes em batelada alimentada

convencional e extrativa

Nos ensaios de fermentacdo convencional e extrativa em batelada alimentada
seguiu-se 0 mesmo procedimento descrito no item 5.2.3. Foram realizadas trés fermentacoes

extrativas em batelada alimentada com a vazdo de enchimento e o inicio do arraste gasoso
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definidos a partir da otimizagdo, com concentracOes de substrato alimentado de 260 (FE1),
280 (FE2) e 300 (FE3) g.L™, respectivamente.

6.2.4 Determinac0es analiticas

As concentracBes de células, sacarose, glicose, frutose e etanol foram
determinadas conforme descrito no item 4.2.4.

6.2.5 Otimizagao das fermentagGes convencional e extrativa em batelada alimentada

Nas modelagens matematicas das fermentaces convencional e extrativa,
considerou-se a etapa de alimentacdo do mosto (fase de enchimento da dorna) e a etapa em
batelada (até o esgotamento do substrato), conforme descrito no item 5.2.5.

A estratégia de otimizacdo empregada consistiu em encontrar a vazdo 6tima de
alimentacdo do mosto (F) e o valor da concentracao de etanol no caldo de fermentacdo a partir
da qual deu-se o inicio do arraste de etanol por CO,, maximizando a Funcdo Objetivo (J)

definida como sendo a produtividade em etanol (Pe=Ckg¢/ts).

Nas fermentacdes extrativas onde parte do etanol formado foi arrastado da
dorna durante a fermentacéo, a produtividade foi calculada considerando a concentracgéo total

de etanol no processo (etanol no vinho mais etanol arrastado pela corrente gasosa).

Assim, a fungdo objetivo a ser maximizada é dada pela Equacao (6.1).
— Ce
] = max (t—ft) (6.1)

O método de otimizacdo empregado foi o algoritmo genético implementado em
ambiente Scilab 5.5.2. Para realizar a otimizacdo, esse método interage com a funcéo objetivo
ajustando vazédo de alimentacdo de mosto “F” (Equacao 5.1) e a concentragdo de etanol “Cgp”

para iniciar o arraste de etanol por CO..

Os parametros do algoritmo genético utilizado na solucdo do problema de

otimizag&o sdo apresentados na Tabela 6.1.
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Tabela 6.1 - Parametros do algoritmo genético empregado na otimizacéo.

Parametros do algoritmo Valor
Numero de individuos da populacéo 100
Probabilidade de cruzamento 0,7
Probabilidade de mutacéo 0,1
Numero de geracdes 10

Os coeficientes de rendimento (Yxs € Ygss), 0S parametros cinéticos (Umax, Ks,
Kis, Cemax € N') € parametros de arraste gasoso (ke e kw) empregados nesta etapa do trabalho
foram os mesmos descritos no Capitulo 5 e estdo apresentados na Tabela 6.2.

Tabela 6.2 - Valores dos coeficientes de rendimento e parametros cinéticos
empregados na etapa de otimizacao.

Coeficientes de rendimento Valor
Yxss (Ox.9s™) 0,0441
Yes (Ge-gs™) 0,454
Parametros cinéticos
pamax (™) 0,127
Ks (g.L™) 25,1
Kis (9.L™) 131,8
Cemax (9-L™) 86,1
n () 0,22
Parametros de arraste
ke (h™) 0,066
kw (h™) 0,0044

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Otimizacdo da fermentacéo convencional em batelada alimentada

O modelo mateméatico para a fermentacdo convencional em batelada
alimentada juntamente com os parametros cinéticos do modelo de crescimento adotado

(Tabela 6.2) e os coeficientes de rendimento Yxss € Ygs foram utilizados em conjunto com o
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algoritmo genético para determinar a vazdo 6tima de alimentacdo de mosto (F). A otimizacao
indicou a vazdo de alimentagdo de mosto de 1,0 L.h™* de forma a atingir a maxima
produtividade em etanol. Com o propdsito de validar a condicdo definida pela otimizacéo, foi
realizado um ensaio de fermentacdo convencional em batelada alimentada, com concentracéo
de substrato de 180 g.L™.

A Figura 6.1 apresenta a comparacdo entre 0s Vvalores experimentais e
simulados das concentracdes de célula (Cx), substrato (Cs) e etanol (Cg) para a fermentagéo
convencional. Pode-se observar que modelo adotado mostrou-se adequado para descrever o

comportamento da fermentacdo convencional em batelada alimentada.

Figura 6.1 - Comparagédo entre os valores simulados (—) e experimentais de Cx (M),
Cs (#), e Ce (®) para a fermentacio convencional (FC; Csg=180 g.L™) para a vazdo
de alimentacdo de mosto de F=1,0 L.h™.
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A concentracdo maxima de substrato no caldo ao final da etapa de enchimento
da dorna foi de 99,4 g.L" e o consumo total do substrato ocorreu em 9 h de fermentacéo
quando a concentracdo de etanol no caldo era de 82.2 g.L™, resultando em uma produtividade
de9,1g.Lht

Para a concentragdo de substrato Csg=180 g.L*, a otimizagdo da vazdo de
enchimento foi adequada para contornar a inibicdo pelo substrato. No entanto, néo
proporcionou aumento na produtividade do processo devido ao etanol permanecer no caldo

durante a fermentacdo. No Capitulo 5 foram obtidos valores de produtividade de 9,0 e 9,1
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g.L1.h" para a fermentacdo convencional em batelada alimentada com vazdes de alimentacdo
de substrato de 1,166 e 0,7 L.h™ com concentracéo de substrato na alimentagdo de 180 g.L™.
Assim, pode-se observar que otimizar somente a vazdo de alimentagdo do substrato permite
contornar apenas a inibicdo relacionada ao substrato. Porém, ndo permite empregar um mosto

mais concentrado em razéo da inibigéo pelo etanol acumulado na dorna.

6.3.2 Otimizagao da fermentacgéo extrativa em batelada alimentada

O modelo da fermentacdo extrativa com arraste e 0s parametros cinéticos e de
arraste (Tabela 6.2) foram empregados juntamente com o algoritmo de otimizacdo para
determinar as vazdes de alimentacdo (F) de mosto e a concentracdo de etanol (Cg) para

iniciar o arraste com CO,.

As condigbes otimizadas foram avaliadas experimentalmente a partir da
realizacdo de fementacOes extrativas (FE) com arraste de etanol por CO;, nas seguintes
condigbes: FE1 (Cse=260 g.L ™, F=0,56 L.h™ e Cgo=34,18 g.L ™), FE2 (Cs¢=280 g.L™, F=0,51
L.h" e Ceo=35,24 g.L™) e FE3 (Csg=300 g.L?, F= 0,44 L.h" e Cg=34,48 g.L ™). Nas Figuras
6.2, 6.3 e 6.4 sdo0 mostradas as comparacdes entre os valores simulados e experimentais
obtidos nas fermentacdes extrativas avaliadas. Pode ser visto que o modelo descrito no

Capitulo 5 foi capaz de prever adequadamente o comportamento da fermentacao extrativa.

A Figura 6.2 mostra os resultados da otimizacdo da fermentacdo extrativa
FE1. Com a vazdo de alimentagdo de 0,56 L.h™ e concentragdo de etanol no inicio do arraste
de Ce=34,18 g.L™, a concentragdo maxima do substrato no caldo de fermentacéo foi de 105,2
g.L™ ao final da fase de enchimento, para a concentracdo de substrato na alimentagdo de 260
g.L™. A concentracio méaxima de etanol no caldo de fermentacdo foi de 72,0 g.L™. O
consumo completo do substrato ocorreu em 13 horas de fermentacdo, resultando em uma
produtividade de 9,0 g.L".h (Tabela 6.3).
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Figura 6.2 - Comparacéo entre os valores simulados (—) e experimentais de Cx (M),
Cs (), e Ce (@) para a fermentacdo extrativa FE1 (Csz=260 g.L™") com vazéo de
alimlentagéo de mosto de 0,56 L.h™ e inicio do arraste de etanol quando Cgo=34,18
g.L".
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A Figura 6.3 apresenta os resultados da otimizacdo da fermentacdo extrativa
FE2 realizada com concentragdo de substrato na alimentacdo de 280 g.L™. Nesse ensaio a
vazdo de alimentacdo do mosto e a concentragdo de etanol no inicio do arraste foram F=0,51
L.h" e Cg=35,24 g.L™, respectivamente. Pode-se observar que nesta condicdo a concentragdo
méxima do substrato no caldo alcangou o valor de 122,7 g.L™ ao final da alimentacdo de
mosto. Com o completo consumo do substrato ocorrendo em 14 horas, obteve-se uma

produtividade volumétrica de etanol de 8,9 g.L™.h™* (Tabela 6.3).
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Figura 6.3 - Comparacéo entre os valores simulados (—) e experimentais de Cx (M),
Cs (), e Cc (®) para a fermentacdo extrativa FE 2 (Cse=280 g.L™), vazdo de
alimlentagéo de mosto de 0,51 L.h™ e inicio do arraste de etanol quando Cgo=35,24
g.L".
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Figura 6.4 - Comparacéo entre os valores simulados (—) e experimentais de Cx (M),
Cs (®), e Ce (®) para a fermentagdo extrativa FE3 (Css=300 g.L™), vazdo de
alimentacdo de mosto de 0,44 L.h" e inicio do arraste de etanol quando Cgo=34,48
g.L™
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Na Figura 6.4 sdo mostrados os resultados para fermentacdo extrativa FE3,
com concentracdo de substrato na alimentacio de 300 g.L™. Esses resultados foram obtidos
empregando a vazdo de alimentagdo de substrato de F= 0,44 L.h™ e a concentracéo de etanol
no inicio do arraste de 34,48 g.L™, ambos os valores obtidos empregando a ferramenta de
otimizag&o. A concentragdo méaxima do substrato no caldo de fermentacéo foi de 131,0 g.L™
ao final da fase de enchimento. A concentragcdo méaxima de etanol no caldo de fermentag&o foi
de 78,1 g.L™. O consumo completo do substrato ocorreu apés 16 horas de fermentacéo,
resultando em uma produtividade de 8,6 g.L™".h™ (Tabela 5.4).

Os valores de concentragdo de etanol para iniciar o arraste com CO, obtidos
através da otimizacdo (Tabela 6.3) para as fermentacGes extrativas com altas concentracfes
de actcar no substrato (FE1, EF2 e EF3) foram em torno de 35 g.L™. O inicio do arraste na
faixa de valores indicada pela otimizacéo justifica-se em razéo de que em concentragdes mais
baixas a inibicdo pelo etanol ndo é significativa. De acordo com Aiba; Shoda; Nagatani
(1968), apenas em concentragbes acima de 40 g.L' o etanol comeca a afetar
significativamente o crescimento celular e a sua velocidade de producdo. Valores de
concentracdo de etanol em torno de 35 g.L™" concordam com resultados obtidos nos Capitulos
anteriores, demonstrando que se iniciar o arraste por CO, com concentracdo de etanol no
caldo proxima de 40 g.L™ durante a fermentacdo extrativa em batelada alimentada
proporcionou uma maior reducdo do efeito de inibicdo pelo etanol, possibilitando realizar
fermentacGes com mosto mais concentrado em aclcar, 0 que € inviavel sem a remocédo de

etanol do caldo.

Segundo Thatipamala, Rohani, Hill (1992), a inibicdo pelo substrato em células
de levedura passa a ser mais expressiva em concentragdes superiores de 150 g.L™. Assim, as
vazoes de alimentacdo do substrato indicadas por meio da otimizacdo foram adequadas para
manter a concentracdo de substrato na dorna abaixo de 150 g.L*, mesmo quando a

concentracdo de substrato empregada foi de 300 g.L™ (FE3).

Na fermentacdo extrativa realizada com Csg=300 g.L™, a vazdo de alimentagéo
do substrato foi de F=0,44 L.h™. Nesta condicdo, a concentragdo méaxima de substrato na
dorna foi de 131,0 g.L™. No Capitulo 5, no estudo da producdo de etanol por fermentacio
extrativa em batelada alimentada com vazdo de enchimento da dorna definida (F=0,7 L.h™) e
concentracdo de substrato na alimentacdo de 240 g.L™, verificou-se que a concentragéo

méxima de substrato ao final da fase de enchimento foi de 139,3 g.L™. Assim, pode-se
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observar que a vazdo de alimentacdo do substrato tem uma grande influéncia no desempenho
da fermentacdo extrativa em batelada alimentada. Dessa forma, a adequagdo da vazdo de
alimentacdo permite regular a concentracdo do substrato na dorna possibilitando contornar a
inibicdo pelo substrato durante a fase de enchimento da dorna.

Observou-se também que o emprego da ferramenta de otimizacdo tornou
possivel adequar a vazdo de alimentacdo e a concentracdo de etanol para iniciar o arraste para
cada concentracdo de substrato avaliada, de forma a obter a maximas produtividades em

etanol ao final das fermentacdes.

Tabela 6.3 - Comparacdo entre a fermentagdo convencional otimizada (FC) e as
fermentagdes extrativas otimizadas (FE).

Variaveis Unidade Fermentagao

FC FE1 FE2 FE3
Cso g.L™ 1834 2586  277,1 3042

Vazdo de alimentacdo do substrato L.h? 1,0 0,56 0,51 0,44
Ce no inicio do arraste g.L? - 34,18 35,24 34,48
Cs no final da fase de enchimento g.L? 99,4 105,2 122,7 131,0
Ce total no processo® g.L? 82,2 116,4 1247 136,9

Ce maxima no caldo de fermentacéo g.L? 82,2 72,0 78,2 78,1

Produtividade volumétrica em etanol”  g.L%.h? 9,1 9,0 8,9 8,6
Concentragdo total de etanol® °GL 10,4 14,6 15,8 17,2

*Calculado a partir do Cso de cada fermentagéo e considerando Yg/s=0.45 ge.gs™.

*Calculado a partir da concentracéo total de etanol no processo.

‘Calculado a partir da concentragdo total de etanol no processo e considerando a
densidade do etanol.

Os valores de concentracdo maxima de etanol acumulado nos caldos das
fermentacdes extrativas em batelada alimentada foram inferiores a 80 g.L™* (Tabela 6.3), o
que viabilizou o consumo total do substrato. Isso foi possivel devido ao fato de que nessa
faixa de concentracdo, a inibicdo por etanol ndo foi forte o suficiente para interromper a
producdo de etanol. De acordo com o parametro cinético Cemax (Tabela 6.2), apenas uma
concentracdo de etanol superior a 86,1 g.L™" cessa a producdo de etanol, resultando em

fermentacdes incompletas.

De acordo com Basso; Basso; Rocha (2011), a concentragdo de substrato no

mosto, geralmente empregada nas destilarias brasileiras, situa-se em torno de 18 a 20° BRIX
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(~ 180 g.L™ dependendo da pureza), o que proporciona uma concentracio de etanol no caldo
ao final da fermentacéo de aproximadamente 10 °GL. No entanto, no presente estudo, com a
realizacdo da otimizacdo da fermentacdo extrativa em batelada alimenta, foi possivel
empregar substrato 44,4% mais concentrado (EF1; Csg=260 g.L™), resultando em uma
concentracdo total de etanol de 14,6°GL (Tabela 6.3). Quando foi empregado substrato
55,5% mais concentrado em agtcar (EF5; Cse=280 g.L™), a concentragdo total de etanol foi
de 15,8°GL (Tabela 5.4). Foi ainda possivel realizar uma fermentag&o extrativa com substrato
66,6% mais concentrado (EF6; Cs;=300 g.L™), atingindo a concentragdo total de etanol de
17,2 °GL (Tabela 5.4).

No Capitulo 5, o estudo da producdo de etanol por fermentagdo extrativa em
batelada alimentada com vazdo de alimentacdo do substrato definida (F=0,7 L.h™)
possibilitou conduzir a fermentacdo com concentragdo do substrato na alimentagéo de ateé 240
g.L?, obtendo-se uma concentragdo total de etanol de 14°GL. No entanto, com o uso da
ferramenta de otimizacdo foi possivel obter uma concentracdo total de 17,2°GL. Isto
demonstra que a fermentacdo em batelada alimentada torna possivel controlar a concentragédo
de substrato na dorna minimizando os efeitos da inibicdo do substrato e, quando associada
com a técnica de arraste gasoso (fermentacdo extrativa), possibilita minimizar a inibicao pelo
etanol, devido a sua remocdo ao longo da fermentacdo. Cabe destacar a importancia da
ferramenta de otimizacdo empregada neste estudo para definir a vazdo de alimentacdo do
substrato e a concentracdo de etanol para iniciar o arraste gasoso. Esta ferramenta possibilitou
realizar fermentagdes com elevadas concentracdes de substrato no mosto (até 300 g.L™)
levando a exaustdo do substrato, situacdo inviavel no processo fermentativo convencional sem

extracao.

Além disso, 0 uso de alta concentracdo de sacarose no mosto alimentado
resulta em aumento da producdo de etanol para um mesmo volume de dorna; em uma
expressiva reducdo no volume de vinha gerado e, consequentemente na reducdo do custo do

transporte dessa vinhaca até os canaviais para utilizacdo em irrigacdo ou como fertilizante.

Assim, este estudo apresenta uma contribuicdo para a melhoria do processo
utilizado pela maioria das usinas no Brasil, empregando CO, como agente de extracao, o qual

se encontra disponivel na prépria planta industrial.



Capitulo 7

CONCLUSOES
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Dos resultados apresentados nesta tese, conclui-se que:

A remocdo de etanol por arraste gasoso pode ser modelado como um modelo de

primeira ordem.

Para a faixa estudada de vazao especifica de CO, (¢), concentracdo inicial de etanol
(Ceo) e temperatura inicial da solucéo (To) 0 estudo do arraste de etanol de solucGes
alcodlicas demonstrou que a vazdo especifica de CO, foi a variavel que apresentou
uma maior influéncia no arraste de etanol. Porém vazdes elevadas resultam em uma
grande remocao de agua juntamente com o etanol. Assim, vaz6es do gas de arraste na
faixa de 2 - 2,5 vvm foram suficientes para remover parte do etanol ao longo das

fermentagdes e minimizar o efeito de inibigdo do etanol.

O modelo cinético hibrido de Andrews-Levenspiel proporcionou um excelente ajuste
aos dados experimentais das fermentacGes convencionais em batelada e batelada
alimentada. O modelo proposto para a fermentacdo extrativa foi capaz de fornecer
uma descricdo adequada do comportamento das fermentacdes extrativas com remocao

de etanol por CO..

Os resultados de fermentacdo extrativa em batelada mostraram que a remocdo do
etanol por arraste com CO, foi capaz de minimizar o efeito de inibicdo do etanol sobre
a levedura. Como resultado, observou-se um aumento na velocidade de consumo do
substrato e consequentemente um aumento na produtividade em etanol. A fermentagéo
extrativa em batelada proporcionou um ganho de aproximadamente 25% na

produtividade em relacdo a fermentacdo convencional em batelada.

A fermentacdo extrativa em batelada alimentada com arraste de etanol por CO,
possibilitou contornar o efeito da inibicdo pelo substrato devido a operacdo em
batelada alimentada e contornar a inibicdo pelo etanol devido ao arraste gasoso. A
fermentacdo extrativa em batelada alimentada realizada com tempo de enchimento de
5 h e o inicio do arraste com 3 h de fermentacdo possibilitou realizar fermentacGes
extrativas empregando concentracdo de sacarose de até Crs=240 g.L™. Nestas

condicdes, obteve-se uma concentragéo total de etanol de aproximadamente 14 °GL.
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Ao otimizar a vazdo de alimentacdo do mosto (F) e a concentracdo de etanol para
iniciar o arraste (Cgo), 0s efeitos inibit6rios relacionados ao substrato e ao etanol foram
contornados. A otimizagdo da fermentacdo extrativa em batelada alimentada
possibilitou alimentar o fermentador com mosto mais concentrado (Crs=300 g.L™),
resultando numa concentragdo total de etanol de 17,2 °GL, a qual significa um
aumento de 65% comparado a concentracdo final de etanol obtida na fermentacéo
convencional em batelada alimentada sem arraste de etanol por CO;, e com Cgs=180
g.L™

A técnica de arraste do etanol por CO, durante a fermentacdo se mostrou promissora,
principalmente quando as fermentacbes foram conduzidas em batelada alimentada.
Possibilitando contornar os efeitos de inibicdo do substrato e do etanol, permitindo
empregar substratos mais concentrados em sacarose resultando em uma redugdo do
volume de agua inserido no processo e consequentemente uma reducdo do volume de

vinhaca gerado.



Capitulo 8

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
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As sugestOes para trabalhos futuros sdo as seguintes:

> Estudar a fermentacdo extrativa continua com arraste de etanol por COs.

> Realizar fermentacgdes extrativas com arraste de etanol por CO, empregando leveduras
industriais.

» Avaliar a remogédo de calor e etanol durante a fermentagdo extrativa com arraste
gasoso empregando CO,.

> Avaliar outras configuracGes do biorreator pneumatico para realizar os experimentos

de fermentacéo extrativa com arraste gasoso.
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