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Introducdo 1

1. INTRODUCAO

O etanol (CH3CH,OH), também chamado élcool etilico, ou simplesmente alcool, pode
ser produzido por meio de duas vias. Na primeira via, denominada quimica ou petroquimica,
o etanol ¢ obtido a partir da hidratagdo do eteno. Na segunda, a via bioquimica, o etanol
(também denominado bioetanol) ¢ obtido a partir da fermentacdo de biomassa agricola por
microrganismos. No Brasil, segundo maior produtor de etanol do mundo, a matéria-prima
empregada ¢ a cana-de-agucar. O maior produtor mundial, os Estados Unidos, produz o
etanol empregando o milho como matéria-prima (dados referentes ao ano de 2008). O
bioetanol vem ganhando espago no cenario mundial como um dos principais combustiveis
obtidos a partir de fontes renovaveis de energia.

No Brasil a quantidade de cana-de-agtcar processada pelas usinas na safra 2008/09 foi
de 563 milhoes de toneladas. Esse valor foi 14,1% superior ao da safra anterior (2007/08).
Foram produzidos 31,4 milhdes de toneladas de actcar e 26,9 bilhdes de litros de etanol. A
producdo de etanol aumentou 19,9% em relagdo a safra passada (UNICA, 2009). Quanto a
area plantada, esta foi estimada em 6,7 milhdes de hectares na safra 2008/09, com um
aumento de 15,7% em relacdo a area ocupada na safra anterior (IBGE, 2009). Sdo Paulo ¢é o
estado maior produtor de cana, com uma area de 4,45 milhoes ha disponiveis para colheita.
Estes dados colocam o setor sucroalcooleiro como um dos mais importantes agronegocios
brasileiros.

No estado de Sao Paulo, o Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) possui 176
unidades associadas (usinas de aglcar e dlcool, destilarias, companhias energéticas e
associagdes de fornecedores de cana-de-acucar) responsaveis por 60% da cana produzida no
Brasil (CTC, 2009).

A Figura 1.1 apresenta um mapa com a distribui¢do do setor sucroenergético no
Brasil. Observa-se que a produgdo de cana-de-aglicar concentra-se nas regides Centro-Sul e
Nordeste do Brasil. As areas assinaladas em vermelho na Figura 1.1 representam os locais
onde se concentram as plantacdes e as unidades produtoras de agucar, etanol e
bioeletricidade, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e do Centro de Tecnologia Canavieira
(CTC).
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Figura 1.1. Mapa ilustrativo da producdo do setor sucroenergético brasileiro

(UNICA, 2009).

A Figura 1.2 mostra dados da evolu¢do da quantidade de cana-de-actcar processada
no Brasil. Observa-se nesta figura que a quantidade de cana processada manteve-se
praticamente constante entre as safras de 1990/91 até 1993/94. Da safra 1994/95 até a safra
1999/00 houve um pequeno aumento, com redu¢@o na safra seguinte (2000/01). A partir desta
safra, os nimeros do setor iniciaram um forte aumento e comparando-se os valores da safra

2008/09 com aqueles da safra 2000/2001 observa-se um aumento de 91,5%.

Evolugao Historica da Produgao de
Cana-de-Agucar no Brasil
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Figura 1.2. Evolucao histérica da quantidade de cana-de-agucar processada no Brasil

(UNICA, 2009).
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No Brasil, a maioria das usinas utiliza um processo industrial integrado, devido a
producdo concomitante de acgucar e alcool. Outro aspecto relevante ¢ que as unidades mais
modernas, que atualmente denominam-se unidades sucroenergéticas, produzem também a
energia elétrica necessaria para o proprio processamento €, em alguns casos, tem disponivel
para venda o excedente de energia gerado. Este fato torna o custo de produgdo do etanol
brasileiro menor que o do petrdleo e do alcool a partir de outras matérias-primas como, por
exemplo, o milho nos Estados Unidos. Apesar de todo o potencial para a cogeragdo, que tem
se potencializado a partir do aumento da eficiéncia energética das usinas através da instalagdo
de caldeiras que operam a altas pressdes em substituicdo das tradicionais caldeiras que
operam a 22 kgf/cm? por modernas e mais eficientes que operam até 90 kgf/cm®.

A producdo de energia elétrica ¢ apenas uma das alternativas para o uso do bagaco.
Pesquisas vém sendo realizadas para transformar o excedente de bagago em alcool, por meio
da hidrolise da celulose, ou ainda, para o seu melhor aproveitamento pela industria moveleira
e para a fabricacao de ragdo animal.

Embora no Brasil a producdo de etanol corresponda a um processo classico e
estabelecido ha ainda a necessidade de se implementar melhorias em diversos pontos do
mesmo. Ganhos de produgdo podem ser obtidos na etapa de fermentacdo. Por esta razdo
encontram-se varios estudos sobre o assunto na literatura (VASCONCELOS E VALDMAN,
1988; CARVALHO et al., 1990; VASCONCELOS, 1993, 1996(a, b), 1999; ANDRIETTA et
al. 2003;VASCONCELOS et al., 2004; PHISALAPHONG et al., 2006; BORGES, 2008). No
sentido de aprimorar os processos existentes, principalmente no que tange a implementagao
de metodologias analiticas e medidas em linha (on-line) de varidveis de processo,
modificagdes estdo sendo implementadas com o objetivo de tornar o processo mais
automatizado.

As unidades produtoras de etanol buscam continuamente inserir melhorias em seus
processos. Assim o diferencial entre elas estd no processo produtivo que garante a
competitividade no setor.

Dentre os tipos de processos fermentativos industriais utilizados pelas usinas
brasileiras destaca-se a fermentagdo por “batelada” com reciclo de células (classico Melle-
Boinot). Além deste, pode-se citar o processo continuo e o processo semi-continuo, com suas
derivacdes como reutilizagdo de células ou ligagdo de dornas em série e paralelo (AMORIM,
1996).

O “boom” na produgdo de etanol no Brasil ocorreu a partir da implantagao do

Programa Nacional do Alcool (Pro-Alcool) no ano de 1975, uma iniciativa nacional em
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resposta a crise do petroleo de 1973. Hoje o alcool ¢é utilizado em mistura com gasolina no
Brasil e em paises como, Estados Unidos, Unido Européia, México, India, Argentina,
Colombia e, mais recentemente, no Japao. Contudo, o uso exclusivo de alcool, em larga
escala, como combustivel estd concentrado no Brasil. Vem contribuindo também para o
aumento no consumo de combustivel no Brasil a tecnologia dos carros bicombustiveis.

No processo de producdo de etanol em “batelada” a variavel tempo tem grande
influéncia na produtividade em etanol do processo. Dessa forma, a velocidade de enchimento
da dorna tem um papel fundamental. A utilizagdo de vazdes elevadas implicam em tempos de
enchimento menores, mas pode ocasionar formacdo excessiva de espuma, inibicdo da
producdo de etanol pelo acimulo de substrato e conseqiientemente, podem aumentar o tempo
do processo, reduzindo a produtividade em etanol. Por outro lado, vazdes muito baixas
resultam em bateladas com maior duracdo, o que ocasiona menores produtividades em etanol.

Dentre os diversos aspectos relacionados com o processo de fermentacdo alcoodlica, a
modelagem cinética do processo fermentativo tem merecido especial atengdo
(VASCONCELOS, 1987; CARVALHO et al., 1990; ATALA et al. 1998; RIVERA et al.,
2007; DARE, 2008; BORGES, 2008). Modelos cinéticos classicos considerando efeitos
inibitorios do substrato (agucar), do produto (etanol) e das proprias células tém sido propostos
para simulacdo deste processo (LUONG, 1984). A busca por um modelo matematico que
represente de forma mais fidedigna o processo pode ser util no que diz respeito a aplicacao
em estudos para otimizacdo e controle. No entanto, tais modelos ndo tém representado
adequadamente o processo industrial de fermentagdo alcodlica, no qual a dorna inicialmente
contendo o inéculo (“pé de cuba”), ¢ alimentada com uma vazdo de mosto até seu
enchimento, seguindo a fermentagdo, em batelada, até o término do substrato.

O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar a influéncia da concentracdo
do indculo e do perfil de alimentacdo do mosto na producdo de etanol em escala piloto e
industrial. Os parametros utilizados para essa comparacao foram a produtividade em etanol e
o rendimento fermentativo (efici€ncia). Buscou-se encontrar condi¢ao sub-6tima de operacdo
com o objetivo de maximizar a produtividade em etanol no processo.

A partir dos dados experimentais obtidos, foram avaliados dois modelos matematicos

propostos para descrever o processo de producao de etanol em escala piloto e industrial.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item serdo apresentados os principais conceitos relacionados a fermentacgdo

alcoolica, para melhor entendimento do trabalho realizado.

2.1. Fermentacao: definindo o termo

O termo fermentar provém do latim vulgar fermentare, que por sua vez deriva do
verbo fervere, que em portugués significa ferver (LATdict, 2009). A origem provém da
caracteristica do mosto quando fermenta, ou seja, devido a formagéo e ao desprendimento de
bolhas de didéxido de carbono durante o processo. Pasteur definiu a fermentagdo como
“respiracdo sem ar”, devido ao carater anaerodbio deste conjunto de reagdes. Produtos
oriundos da fermentagdo como vinho, cerveja, pao, sdo conhecidos desde a Antiguidade. A
causa da fermentacdo ndo era compreendida até o século XIX, quando um cientista francés de
nome Louis Pasteur, catedratico de quimica da recém criada Faculdade de Ciéncias da
Universidade de Lille (Franga), iniciou seus estudos no tema (GOUVEIA-MATOS, 1997).

As leveduras e algumas bactérias sdo capazes de produzir etanol e didxido de carbono,
processo este denominado de fermentacdo alcodlica. O Homem utiliza ha milénios estes dois
produtos da fermentagao (etanol e didéxido de carbono) na fabricagdo de bebidas e pao.

Os lactobacilos (bactérias presentes no leite) causam a fermentacdo lactica, tendo
como produto final o dcido lactico. As acetobactérias realizam a fermentagdo acética, gerando

o0 acido acético (vinagre) (PELCZAR et al., 1996).

2.2. Fermentacio Alcodlica
De maneira simplificada, a estequiometria da fermentacdo alcodlica pode ser
representada pela equagdo (2.1) utilizando como fonte de carbono a glicose (SHULER e

KARGI, 2002).
C,H,,0, —leowmie o 5> CHOH + 2 CO, + energia 2.1

Observa-se pela equagdo (2.1) que ocorre a formacao de dois mols de etanol e dois
mols de didxido de carbono para cada mol de glicose convertido. O rendimento tedrico em
etanol a partir da glicose € 0,511 Zetanol/Zglicose-

Os principais microrganismos utilizados na producdo de etanol sdo as leveduras,

sendo as do género Saccharomyces as mais utilizadas empregando como matéria-prima
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hexoses. Produzem etanol a partir de lactose e pentoses os microrganismos Kluyveromyces
fragilis e Candida sp. Algumas bactérias, como as do género Zymomonas apresentam
rendimentos que podem superar 95% do tedrico. As leveduras, contudo, vém sendo as mais

utilizadas para producao industrial de etanol (SHULER e KARGI, 2002).

2.2.1. Producio de Etanol pelas Leveduras

A levedura ¢ um organismo facultativo. Cresce na presenca de oxigénio e também na
sua auséncia, neste caso, o processo ¢ denominado fermentagao.

A levedura realiza a fermentacdo de acucares com o objetivo de obter energia quimica
para sua sobrevivéncia, sendo o etanol apenas um subproduto deste processo (AMORIM,
1986).

A transformacdo do agticar (glicose) em etanol (alcool etilico) e didxido de carbono
(CO,) envolve uma seqiiéncia de reagdes, catalisadas por enzimas, no interior da levedura.

O objetivo principal da levedura durante o metabolismo anaerdbio da glicose ¢ gerar
energia (na forma de adenosina tri-fosfato, ATP). Esta energia ¢ utilizada internamente pela
célula para manter seu complexo maquinario celular. O etanol e o diéxido de carbono sdo
produtos de excrecdo, sem utilidade para a célula. O etanol, além de outros subprodutos do
metabolismo, pode ser utilizado para gerar mais energia, porém apenas em condicdes
aerobias (AMORIM, 1986; LIDEN, 1993; PELCZAR et al., 1997; SCHULER E KARGI,
2002).

Em termos energéticos, o crescimento da levedura em aerobiose (na presenca de
oxigénio) ¢ mais eficiente na producdo de energia (na forma de ATP) que seu crescimento em
anaerobiose, a fermentagdo. E por este motivo que em condigdes aerébias ocorre grande
multiplicag@o das células (aumento da biomassa). Este ¢ o processo de produgdo de fermento,
onde o produto ¢ a propria biomassa formada. As equagdes (2.2) e (2.3) expressam
empiricamente a reacao global da completa oxidagdo e fermentacdo alcodlica de um agucar

simples, a glicose.

C,0,0, + 60, > 6 CO, + 6 H,O + 688kcal (2.2)

C,0,0, > 2 C,HOH + 2 CO, + 54kcal (2.3)
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Observa-se que a completa oxidacdo da glicose obtém um rendimento energético
maximo de 688 kcal, enquanto que na fermentagdo alcoolica para a mesma quantidade de
agucar obtém-se 54 kcal.

Durante a fermentagdo, na seqliéncia de reagdes de producdo de ATP, intrinsecas a
formagdo de etanol, rotas metabolicas alternativas aparecem para propiciar a formacao de
materiais necessarios a producdo de biomassa (polissacarideos, proteinas, acidos nucléicos,
etc), bem como para formacgao de outros produtos de interesse metabolico, relacionados direta
ou indiretamente com a adaptacdo e sobrevivéncia, os quais desviam esqueletos carbdnicos
provenientes do agucar, reduzindo a producdo de etanol. Composto como o glicerol, os acidos
organicos (principalmente o succinico e o acético), que conjuntamente com a biomassa sao
quantitativamente os principais subprodutos metabolicamente relacionados ao equilibrio do
redox celular em anaerobiose.

A fermentacdo alcoolica é um processo nio oxidativo, ou seja, sem a participacao de
oxigénio molecular (O,). Portanto, para que o equilibro de redox celular seja mantido, todo o
NADH formado (em reagdes de oxidag@o) deve ser consumido (em reagdes de reducdo), estas
acopladas a produgdo de etanol e de glicerol.

O glicerol ¢ o composto secundario formado em maior quantidade durante a
fermentacdo alcoodlica. Ele é formado na mesma via de sintese do etanol, com um desvio,
competindo com este pela utilizacdo do poder redutor (NADH), motivo pelo qual sua
producdo ¢ inversamente proporcional a do etanol, causando queda na eficiéncia
fermentativa.

A formacao de glicerol ¢ funcdo do tipo de levedura, da pressdao osmotica do meio de
cultivo, da formagao de acidos orgénicos (succinico e acético) e do crescimento da levedura.

A literatura reporta que concentracdes de  potissio  maiores  que
56.000 mg/L no meio de cultivo aumenta em dez vezes a formagdo de glicerol. AMORIM,
1986 relata que o aumento da concentragdo do ion potassio de 1.000 para 10.000 mg/L

aumentou significativamente a producao de glicerol.

2.2.2. Metabolismo da Glicose

A glicolise (do grego glikys, que significa doce, e lysis, que significa quebra) ou
mecanismo de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), algumas vezes chamado de via da hexose
difosfato, ¢ a via de degradac@o da glicose. Nesta via uma molécula de glicose (seis atomos
de carbono) ¢ quebrada em duas moléculas de acido pirtvico (tré€s atomos de carbono). Duas

moléculas de ATP sdo consumidas no processo. Entretanto, quatro moléculas de ATP sao
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formadas pela fosforilagdo em nivel de substrato. Assim, existe um saldo positivo de duas
moléculas de ATP nesta via. Duas moléculas de NADH, sdo produzidas e devem ser
oxidadas a NAD de modo que a glicolise possa continuar a degradar outras moléculas de

glicose (PELCZAR et al., 1997; NELSON e COX, 2002). A Figura 2.1 ilustra esta via.

Consumido: Glicose

@

ADP

)

Glicose-6-fosfato

Frutose-6-fosfato

II

@

ADP

- Frutose-1,6-difosfato

g

Diidroxiacetona 2 n Gliceraldeido-3-fosfato

fosfato
o I :
-
2 * Acido 1,3-difosfoglicérico

S

-

(8]

Produzido:

2-_

Acido 3-fosfoglicérico

Acido fosfoenolpirivico

» [eee 7
2 ‘ Acido 2-fosfoglicérico
# [eee]

2 QD | ¢

Figura 2.1. Glicolise: via de degradagao da glicose.
Adaptado de PELCZAR et al. (1997).

Acido Pirivico

No que diz respeito a fase de ativagdo, a glicose ¢ fosforilada por uma transferase
(hexoquinase) formando glicose-6-fosfato, sendo transformada, por uma isomerase em
frutose-6-fosfato. Sofre nova fosforilagdo, desta vez por outra transferase (fosfofrutoquinase),

formando frutose-1,6-difosfato. Uma liase separa-a depois em duas moléculas de trés
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carbonos: gliceraldeido-3-fosfato. No final desta fase foram consumidos dois ATP (NELSON
e COX, 2002).

Segue-se a fase de produgdo de energia. Por cada molécula, uma oxirredutase retira
dois hidrogénios ¢ fornece um fosforo ao composto formando 1,3 difosfoglicerato. Os
hidrogénios sdo usados para reduzir o NAD (nicotinamida adenina dinucleotideo), dando
origem a NADH,. O difosfoglicerato perde um atomo de fosforo, fosforilando uma molécula
de ADP (adenosina difosfato) formando ATP, reacdo esta catalisada por uma transferase.
Uma ligase remove depois uma molécula de agua e outra transferase catalisa a formacdo de
outra molécula de ATP, formando-se o acido piruvico. Tem-se assim a formacdo de 4
moléculas de ATP. O co-fator necessario a algumas das enzimas aqui referenciadas € o ion
magnésio (NELSON e COX, 2002).

Os organismos vivos e, portanto, as leveduras, regeneram o NAD a partir do NADH;
por duas formas: pela fermentacdo e pela respiragao.

A fermentagdo ¢ um processo independente do oxigénio no qual o NADH, que ¢
produzido durante a glicolise ou outra via de degradacdo ¢ utilizado para reduzir um aceptor
organico de elétrons produzido pela propria célula. Por exemplo, as leveduras crescem em
meio contendo glicose na auséncia de oxigénio (fermentacdo alcodlica), Figura 2.2. Apos a
producao de acido pirtvico pela glicolise, as leveduras removem uma molécula de CO, do
acido piravico (pela agdo da enzima descarboxilase) para formar o acetaldeido (equagao 2.4).
O acetaldeido recebe dois protons do NADH, (reacdo catalisada pela enzima desidrogenase
alcodlica) formando o etanol (equagdo 2.5). Este passo permite a regeneracdo do NAD para
ser novamente utilizado na glicolise. Os co-fatores para a fermentagdo alcoolica sdo a

vitamina B;(tiamina) e o ion zinco (II) (NELSON e COX, 2002).
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Figura 2.2. Fermentacdo alcodlica: NADH, reduz o acetaldeido a etanol.
Adaptado de PELCZAR et al. (1997).

2 4cido piruvico — 2 acetaldeido +2 CO, 2.4)

2 acetaldeido + 2 NADH, — 2 etanol+2 NAD (2.5)

A fermentagdo ¢ um processo pouco eficiente na produgdo de energia, porque os
produtos finais ainda contém grande quantidade de energia quimica. No caso da producdo de
etanol, produto final produzido pelas leveduras, esta molécula possui grande contetido
energético, fato de ser um excelente combustivel e liberar grande quantidade de calor durante
a queima.

A respiracdo € o processo de regeneracdo de NAD utilizando o NADH, como doador
de elétrons para um sistema de transporte de elétrons. Se o oxigénio ¢ o aceptor final de
elétrons do sistema de transporte de elétrons, o processo ¢ chamado respiragdo aerdbia.

A respiragdo tem uma grande vantagem sobre a fermentagdo: ndo somente o0 NAD ¢
regenerado, mas o sistema de transporte de elétrons produz uma for¢a promotiva que pode ser
dirigida para a sintese adicional de moléculas de ATP. Quando as células de leveduras
crescem aerobicamente na presenca de glicose, as moléculas de NADH,; produzidas durante a

glicolise podem doar seus elétrons para o sistema de transporte de elétrons que tem o
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oxigénio como aceptor final de elétrons. Isso resulta ndo somente na regeneragdo do NAD,
mas também na geracdo de uma forga promotiva, a qual pode conduzir a sintese de moléculas

adicionais de ATP (Figura 2.3) (NELSON e COX, 2002).

—t—
I
-

2 | Addopirivico

l

6 Quebra posterior

Figura 2.3. Respiragdo aerébia onde o NADH; atua como doador de elétrons para um

sistema de transporte de elétrons, que resulta na sintese de ATP.
Adaptado de PELCZAR et al. (1997).

A degradagdo da glicose por organismos aerobios normalmente ndo para com a
producdo do acido piruvico. Posteriormente a quebra inicia-se com a oxidagdo do acido
pirtvico pelo NAD a acetil-CoA (um 4cido de dois carbonos, o 4cido acético, ligado a co-
enzima A). Cada uma das duas moléculas de NADH, resultantes pode servir como doador de
elétrons para um sistema de transporte de elétrons, com conseqiiéncia sintese de ATP.

Cada uma das duas moléculas de acetil-CoA ¢ condensada com um &cido de quatro
carbonos, o acido oxalacético, para formar um acido de seis carbonos, o acido citrico. Este é
0 primeiro passo em uma seqiiéncia de reagdes conhecidas como ciclo do acido citrico. Para

cada duas moléculas de acetil-Co-A que entram no ciclo, acontecem os seguintes eventos:

1. Seis moléculas de NADH, sdo produzidas, as quais podem servir como doadores de
elétrons para um sistema de elétrons, com subseqiiente sintese de ATP;

2. Duas moléculas de guanosina trifosfato (GTP) sdo geradas por fosforilagdo em nivel de
substrato. As duas moléculas de GTP sdo energeticamente equivalentes a duas moléculas de

ATP (equacdo 2.6);

2GTP+2ADP —2GDP +2ATP (2.6)



Revisdo Bibliogrdfica 12

3. Duas moléculas da co-enzima no estado reduzido chamada flavina adenina dinucleotideo
(FAD) sao produzidas. Cada FADH, pode servir como doador de elétrons para um sistema de

transporte de elétrons, com subseqiiente sintese de dois ATPs.

No caso das leveduras respirando aerobicamente na presenga de glicose, o total de
ATP produzido pela quebra completa de uma molécula de glicose ¢ de 38 moléculas de
ATPs. Destes, 34 sdo formados quando NADH,; ¢ FADH, servem como doadores de elétrons
para o sistema de transporte de elétrons da célula (Figura 2.4). O restante ¢ formado pela
fosforilagdo em nivel de substrato durante a glicolise e o ciclo do acido citrico (NELSON e

COX, 2002).

~ CICLODO
Acipo ciTRico

HO

Figura 2.4. Producdo de ATP pelas leveduras em crescimento aerobio na presenga de
glicose. Adaptado de PELCZAR et al. (1997).

Quando as células de leveduras crescem anaerobicamente sdo produzidas pela
fermentagdo somente duas moléculas de ATP para cada molécula de glicose. Depreende-se
que a respirag@o aerobia é mais eficiente que a fermentagdo na extragdo de energia quimica
da glicose.

Quando a levedura S. cerevisiae é cultivada na presencga de sacarose como fonte de
carbono, esta molécula é convertida extracelularmente em glicose e frutose pela acdo da

enzima invertase (B-frutofuranosidase, E.C.3.2.1.26) excretada pela levedura (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Equacdo da reacdo da hidrolise da sacarose catalisada pela enzima invertase em
meio aquoso. A glicose e a frutose sdo agticares redutores.

A glicose ¢, entdo, transportada para o interior da célula, provavelmente pelo
mecanismo da difusdo facilitada, e a glicose intracelular ¢ imediatamente fosforilada
(seguindo a glicodlise, vide Figura 2.1).

As principais rotas metabolicas da levedura S. cerevisiae s3ao mostradas

esquematicamente na Figura 2.6.
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Figura 2.6. Rotas catabdlicas basicas da levedura S. cerevisiae (LIDEN, 1993).
Abreviagdes utilizadas: G = glicose; G-6-P = glicose-6-fosfato; F-6-P = frutose-6-fosfato; F-1,6-P = frutose-1,6-
difosfato; DHAP = dihidroxiacetona fosfato; PPP = via da pentose fosfato; PEP = fosfoenolpiruvato; ciclo TCA

= ciclo do 4cido tricarboxilico; ETC — cadeia de transporte de elétrons.

O glicerol ¢ um subproduto do processo de produgdo de etanol formado em maior
quantidade. Ele ¢ formado na mesma via de sintese do etanol, como um desvio, competindo
com este pela utilizagdo do poder redutor do NADH (LIDEN, 1993).

A sua produ¢do ¢ inversamente a producdo de etanol, o que causa uma queda na

eficiéncia do processo. A formacgdo de glicerol ¢ fungdo do tipo de levedura, da pressdo
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osmotica do meio de cultura, da formagdo de acidos organicos (succinico e acético) e do
crescimento da levedura (LIDEN, 1993).

O glicerol ¢ considerado um agente osmorregulador, pois sua formagdo ¢ aumentada
em meios com baixa atividade de agua (alta pressdo osmotica), determinada pela presenca de
solutos como agucar ¢ sais. BASSO et al. (1996) relatam que um aumento no teor do ion
potassio de 100 para 10.000 mg/L aumentam significativamente a producdo de glicerol.
Apontam que a literatura descreve aumentos da ordem de dez vezes na concentracdo de
glicerol ocorreram quando a concentracao do ion potassio foi de 56.000 mg/L.

A explicacdo bioquimica para formagdo do glicerol reside no fato de que sua
formagdo esta acoplada a manuteng¢do do equilibrio redox intracelular (Figura 2.7). Como a
biossintese do glicerol utiliza o poder redutor do NADH, a produgdo do mesmo tem que ser
aumentada quando ha excesso de NADH na célula. Isto ocorre quando hda uma maior

producdo de biomassa (crescimento) ou formagao de acidos orgéanicos (succinico e acético).

'
| Cell constituents

Glucose el ‘/\ HAC
I.f/ \l ! Succinate
NAD'  NADH
{ J
Glycerol ‘\—/ Glucose

Figura 2.7. Esquema ilustrativo representando o glicerol como um agente redox durante o
metabolismo anaerobio da levedura S. cerevisiae (LIDEN, 1993).

O catabolismo da glicose pela levedura Saccharomyces cerevisiae, com o objetivo de
produzir ATP, pode ocorrer pela via aerdbia ou anaerdbia. A via glicolitica ¢ comum as duas,
tendo como produto final o piruvato. Na auséncia de oxigénio, ocorre a via anaerdbia. Na
Figura 2.8 apresenta-se diagrama esquemadtico do catabolismo da glicose (via aerébia e

anaerobia) em células da levedura S. cerevisiae.
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Figura 2.8. Diagrama esquematico do catabolismo da glicose em células da levedura S.
cerevisiae (VOLPE e RETTORI, 2000).

2.3. Processos Fermentativos

O processo de producdo de etanol mais simples no Brasil ¢ o de produgdo de
aguardente com fermentagdo em ‘“batelada” e sem recirculagdo do fermento. O mosto
(geralmente caldo de cana decantado e somente peneirado) ¢ adicionado a dorna lentamente
sobre o fermento (chamado “pé-de-cuba”) que ocupa um volume de 10 a 15% em relagdo ao
volume total final (AMORIM, 1996).

Para a produgdo de etanol, a maioria das usinas emprega o processo em ‘“‘batelada”
com recirculagdo e tratamento de levedura (processo Melle-Boinot).

O processo em “batelada” ¢ mais seguro quando se tem problemas de manutencdo e
de assepsia, pois ao final de cada batelada a dorna é esvaziada e realiza-se a assepsia, antes de
iniciar nova fermentagao.

O processo continuo caracteriza-se por possuir uma alimentacdo continua do mosto a
uma determinada vazdo, sendo o volume de reagdo mantido constante pela retirada continua
do caldo fermentado. Estes processos, quando bem operados, levam a uma maior
produtividade, porém com custos iniciais € de operacdo maiores, e exigindo sistemas de
controle mais sofisticados. A fermentagdo continua ¢ um processo que requer maior

conhecimento do comportamento da levedura em relagdo ao ambiente de cultivo. Variaveis
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como pH, temperatura, concentracdes de sacarose, etanol e células, além da viabilidade
celular, exercem grande influéncia na produtividade do sistema (ATALA et al., 2000).
FINGUERUT (2005) relata que nos processos de fermentagao continuos t€m sido verificadas
mutagOes nas células das leveduras, ndo s6 de comportamento fermentativo, como também
relacionado as suas caracteristicas genéticas.

Ao longo dos anos foram sendo selecionadas cepas com maior capacidade de
producdo de etanol tais como PE-1 e PE-2 (isolada na Usina da Pedra, Serrana-SP), CAT-1
(isolada na Usina Virgolino de Oliveira, Catanduva-SP) e BG-1 (isolada na Usina Barra
Grande, Lengois Paulista-SP).

Atualmente as usinas brasileiras operam com rendimento (calculado com base em
subprodutos) na faixa de 90% (AMORIM et al., 2001). O teor alcodlico atingido ao final do
processo encontra-se na faixa de 8,5 a 9,0 ° GL (CTC, 2009).

2.4. O Etanol no Brasil

As mudangas climaticas e as oscilagdes no prego do petroleo ao longo dos anos
(Figura 2.9) t€m aumentado o interesse mundial pela busca por fontes alternativas de energia.
O aumento na demanda por bioetanol, conseqiiéncia da preocupagdo mundial em se reduzir
as emissoes de gases causadores do efeito estufa e do aumento nos pregos do petroleo, tem

incentivado a busca por meios de produgdo mais eficientes deste biocombustivel.
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Figura 2.9. Evolucao histérica do preco do barril de petroleo.

Fonte: http://jccavalcanti.wordpress.com/2008/04/23/serie-historica-do-preco-do-barril-de-petroleo/

A preocupacdo mundial com o aquecimento global e o aumento no preco do petroleo

geram a expectativa de grande aumento na producdo de bioetanol nos proximos anos. O
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Brasil ¢ o maior produtor mundial de cana-de-agucar, que ¢ a matéria-prima mais eficiente
para producdo de etanol atualmente, e o maior exportador e bioetanol, sendo que a producao
em larga escala deste combustivel ja dura mais de 30 anos.

O bioetanol, produzido no Brasil a partir da cana-de-agucar, é considerado um dos
principais substitutos da gasolina, sendo empregado como combustivel na forma hidratada
(entre 92,6 a 93,8% INPM), no caso de motores movidos a alcool, ou na forma anidra
(minimo de 99,3% INPM), em mistura a gasolina. O Brasil ¢ um dos paises pioneiros na
utilizac¢do do bioetanol como combustivel.

Historicamente, foi a partir dos anos 30, com incentivo do governo para producao de
alcool-motor, que o Brasil aumentou a producdo de dalcool anidro significativamente
(AMORIM, 2005). A partir dos anos 70, mais precisamente 1975, com o lancamento do
Programa Nacional do Alcool (Pro-Alcool), o setor industrial foi incentivado a incrementar a
producdo de alcool anidro, motivado pelo aumento na proporgao da mistura alcool anidro na
gasolina (AMORIM, 2005). A Tabela 2.1 apresenta a evolucido do percentual de mistura do
etanol anidro a gasolina no Brasil.

Em 1979 o governo firmou o Protocolo de Intengcdes com a Associagdo dos
Fabricantes de Veiculos Automotivos (Anfavea), onde as montadoras se comprometeram a
fabricarem veiculos adaptados ao uso do alcool hidratado. O Pro-Alcool tornou-se o maior
programa energético do mundo, com a utilizagdo de combustivel liquido alternativo,

renovavel e menos poluente (AMORIM, 2005).

Tabela 2.1. Propor¢@o da mistura de alcool anidro a gasolina.
Ano Volume de alcool | Volume de gasolina (L) | Porcentagem de etanol na
L) gasolina (%)
1979 0,14 0,86 14
1980 0,17 0,83 17
1981 0,12 0,88 12
1982 - 1986 0,20 0,80 20
1987 - 2002 0,22 0,78 22
2002 - 2007 0,24 0,76 24
2007-2009 0,25 0,75 25

Fonte: ANP (2009).
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Analisando o historico da produgdo de etanol no Brasil (Figura 2.10) observa-se que a
partir da safra 2000/01 houve um aumento na produgdo de etanol. Este aumento acentua-se a
partir da safra 2002/03 com o advento da tecnologia Flex-Fuel (motores capazes de utilizar a

mistura gasolina-alcool em qualquer proporcao).
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Figura 2.10. Evolugao historica da produgdo de etanol (anidro e hidratado) no Brasil.
Fonte UNICA (2009).
2.5. Fatores que influenciam na Fermentac¢ao Alcodlica

O principal microrganismo utilizado na fermentacao alcodlica, em escala industrial, ¢
a levedura Saccharomyces cerevisiae. A espécie de levedura a ser escolhida para fermentagdo
varia em funcdo das caracteristicas do mosto, operagdo com concentragdes elevadas de
etanol. S. cerevisiae tem como caracteristica principal a fermentacdo de hexoses, crescimento
em pH na faixa de 3,0 a 5,0 (4cido) o que minimiza problemas de contamina¢do durante o
processo (SCHULER e KARGI, 2002).

A levedura S. cerevisiae possui linhagens diferentes, quando isoladas de meios
diferentes, como vinho, cerveja ou mostos de destilarias. Cada linhagem tem suas
caracteristicas proprias, desenvolvidas em func¢do das condigdes do meio, e que afetam
diretamente o rendimento do processo (AMORIM et al., 2001).

As leveduras sdo mesofilas e possuem temperaturas 6timas para a producdo industrial
de etanol na faixa de 26 a 35°C. O aumento da temperatura no meio fermentativo favorece a
contaminac¢do bacteriana, além de favorecer a toxidez da levedura pelo etanol (AMORIM et
al., 2001). O aumento da temperatura também ocasiona uma maior formac¢ao de espuma no

Processo.
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Outro microrganismo com grande potencial para produ¢do de etanol ¢ a bactéria
Zymomonas mobilis. Esta bactéria tem algumas vantagens em relagdo a S. cerevisiae como:
boa tolerancia ao etanol, rendimentos proéximos ao teorico, elevada velocidade de consumo de
substrato e baixo crescimento celular (GUNASEKARAN ¢ RAJ, 1990). Contudo, este
microrganismo ¢ muito sensivel (cultivo em pH proximo da neutralidade) e exige condi¢des
estéreis de mosto, o que dificulta sua aplicagdo industrial nas atuais usinas brasileiras.

Outro fator importante para o controle da fermentacdo alcodlica ¢ o pH do meio de
cultivo. AMORIM (2001) relata que o pH ideal para fermentacdo alcoolica encontra-se entre
4 a 5. Fermentagdes conduzidas em meios mais acidos resultam em maiores rendimentos de
etanol, devido a baixa produgdo de glicerol. Esta condi¢do também auxilia no controle da
infecgdo, pois reduz o crescimento de bactérias contaminantes.

A contaminacdo bacteriana influencia de forma negativa a fermentagao alcodlica, uma
vez que a bactéria compete com a levedura pelo mesmo substrato e gera subprodutos que sdo
inibidores do crescimento da levedura. As instalagdes de usinas geralmente ndo sdo
projetadas para trabalhar com culturas puras, entretanto infec¢des cronicas devem ser
eliminadas, pois afetam o rendimento da producdo de etanol (SKINNER e LEATHERS,
2004).

Sabe-se que as bactérias lacticas sdo as principais contaminantes do processo de
fermentagdo alcodlica. A concentra¢do dos acidos lactico e acético ¢ medida periodicamente
para controle dos niveis de infec¢do. Testes com culturas puras de S. cerevisiae em presenca
de acidos lacticos e acéticos demonstram que as mesmas se estressam e produzem menos
etanol e biomassa (SKINNER ¢ LEATHERS, 2004).

A contaminacdo bacteriana ocorre em diferentes tipos de substrato, como os
provenientes do milho, do trigo e da cana-de-agucar, entre outros. Por esta razdo, varios
agentes quimicos e bioquimicos tém sido testados para combater estas bactérias, como
peroxido de hidrogénio, metabissulfito de potassio e antibidticos como a penicilina
(SKINNER e LEATHERS, 2004).

A floculagdo da levedura pode estar associada a contaminagdo bacteriana, embora se
conheca outras causas para o inicio da flocula¢do, como, por exemplo, a contaminagdo por
bagacilho. Este fendmeno ¢ caracterizado pela aglutinagdo das células de levedura, formando
flocos os quais se separam rapidamente do meio de cultivo, ficando suspensos. H4 varias
opinides diferentes sobre as causas da floculagdo, uma delas estd associada a presenga de

calcio no meio fermentativo. Outros pesquisadores acreditam ocorrer apenas ligagdes entre os
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grupos anionicos da parede celular das leveduras e ainda ha observacdes em relacdo a
proteinas especificas, encontradas apenas em meio floculado (NAHVI et al., 2002).

Os nutrientes também tém papel importante na obtengdo de um bom rendimento
industrial para fermentacdo alcodlica. O caldo de cana por sua natureza possui sais minerais,
entretanto suas quantidades variam em fun¢do do solo, clima e periodo do ano. Desta forma,
torna-se necessario a suplementacdo adequada de alguns elementos para obtencdo de uma
fermentagdo satisfatoria (VASCONCELOS, 1987). Normalmente os compostos adicionados
ao mosto sdo sulfatos de zinco, magnésio e manganés e difosfato de aménio.

O fosforo é um suplemento essencial, pois favorece a acdo das leveduras e aumenta
eficiéncia e produtividade do processo fermentativo. Outro elemento importante no
metabolismo da levedura € o nitrogénio. A forma como esse nutriente se encontra influencia
na melhor absor¢cdo do mesmo pela levedura. A forma amoniacal ¢ mais favoravel ao seu
aproveitamento (VASCONCELOS, 1987). Na auséncia desta forma, a levedura procura
outras fontes como aminoacidos, que influenciam na formagdo de subprodutos, como alcodis
isoamilico, amilico, propilico entre outros. Os nutrientes metalicos também apresentam
grande importancia no processo fermentativo, uma vez que sdo responsaveis pelo bom
desempenho das reagdes enzimaticas (VASCONCELOS, 1987).

A formagdo de alcoois superiores ocorre devido a descarboxilagdo de cetoacidos
intermediarios da biossintese de aminoacidos, por isto é favorecido pela falta de nitrogénio
amoniacal. Os parametros de fermentagdo também influenciam diretamente na formagio
destes alcoois, como temperatura, pH e composicdo do meio (GUTIERRES, 1993).

Muito se discute em relagdo a necessidade ou ndo de suplementacdo de nutrientes,
principalmente fosforo e nitrogénio, alguns pesquisadores concluem que a adigdo é benéfica,
enquanto outros questionam o assunto. O fosforo, por exemplo, apresenta grande importancia
na fermentagdo, pois representa fonte de energia para o metabolismo celular. Entretanto, foi
verificado que o fosforo acelera a formagdo de alcoois superiores, principalmente devido ao
efeito sinérgico, quando combinado ao nitrogénio (SILVA et al., 2006).

Considerando que tanto os actcares quanto o etanol exercem efeito de inibigdo sobre
o metabolismo da levedura, a alimentagdo do mosto as dornas tem influencia direta na
produtividade e na eficiéncia da fermentagdo. Este controle ¢ importante para que o processo
fermentativo ndo sofra interrupg¢ao ou tenha sua velocidade reduzida pelo acimulo excessivo
de substrato (sugar shock). Este problema geralmente ¢ controlado nas unidades industriais
através do controle da concentracdo de aglcares redutores totais (ART) no meio de

fermentagdao (VASCONCELOS, 1991).
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Com o advento do Pro-Alcool, a produgio brasileira de etanol teve um aumento de
aproximadamente 48 vezes a producdo da safra 1975/1976 (VASCONCELOS, 1987;
UNICA, 2009). Dessa forma, a varidvel tempo de fermentacdo passou a ter grande
importancia ¢ conseqiientemente as velocidades de enchimento das dornas passaram a ter
papel fundamental para a produtividade do processo. Este fato esta associado ao avango

tecnologico no processo.

2.6. Processos Industriais de Fermentacido Alcodlica

No inicio dos anos sessenta, o processo classico de fermentagdo de cortes era muito
utilizado nas industrias brasileiras. Este processo consistia em iniciar o enchimento de uma
dorna, onde previamente fora adicionado o fermento, com mosto ¢ ao término transferir
metade de seu volume para outra dorna, iniciando a alimentacdo de mosto. E assim
sucessivamente (BORZANI et al., 1975). Com a implantacdo do processo Melle-Boinot no
Brasil, muitas usinas e destilarias iniciaram o processo de substituigdo do modelo de
producdo de cortes. O processo Melle-Boinot (batelada alimentada com reciclo de células)
surgiu na Franga na década de trinta e se popularizou no Brasil no final da década de
sessenta. Este modelo de processo contribuiu para evolucdo da fermentacdo alcodlica, devido
as suas inumeras vantagens, como a menor reproducdo celular e elevado rendimento em
etanol, eliminacdo dos contaminantes por centrifugacdo do meio fermentado, fermentagdo
mais pura com utilizagdo do tratamento acido e eliminac¢do do preparo de cultura pura, devido
ao reciclo de fermento (ANDRIETTA, 1994).

O processo Melle-Boinot trouxe varios beneficios a fermentagdo alcoolica, tais como,
o reaproveitamento do fermento, que antes era enviado para coluna de destilagdo, juntamente
com o vinho. Com isto o rendimento fermentativo aumento, pois menor quantidade de agticar
era necessaria para produzir um maior volume de 4lcool, uma vez que se reduziu a massa de
aglcar destinada a produgdo de células. Entretanto, com o tempo, descobriram-se algumas
desvantagens do processo. A centrifugag¢do ndo eliminava todos os microrganismos, como se
acreditava no inicio, separando apenas as bactérias de menor tamanho, como cocos e
micrococos. Os bastonetes, de maior tamanho, chegavam até se concentrar no processo de
centrifugacdo. Com vantagens e desvantagens descobertas ao longo do tempo, o processo
Melle-Boinot ¢, ainda, o0 método mais usado até hoje pelas destilarias do Brasil (AMORIM,
2005).

Um processo quimico pode ser classificado com base no procedimento de entrada e

retirada de matéria em: processo em batelada (descontinuo), semi-continuo e continuo. Em
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uma fermentacdo descontinua, o substrato ¢ inicialmente carregado em um recipiente e, ao
termino do processo, o produto ¢ retirado do mesmo. Em uma fermentacdo continua, a
matéria-prima ¢ adicionada com uma vazao constante e o meio fermentado ¢ retirado com a
mesma vazdo de alimentagdo. No processo de fermentagdo semi-continuo, o meio de cultura
¢ adicionado ao longo do processo, sendo o produto retirado somente ao término (BORZANI,
2001).

O processo continuo tem como caracteristica principal, a operacdo em regime
permanente. Este modelo é pouco utilizado pelas usinas, pelo excessivo grau de controle
necessario ¢ pela necessidade de garantir a esterilidade do processo. Testes realizados em
escala piloto e semi-industrial mostram a possibilidade do cultivo de diversos produtos
através deste sistema e demonstram as vantagens em relacdo ao sistema descontinuo
(BORZANI, 2001).

A cana de aglicar é a principal matéria-prima para produgio de alcool no Brasil. E
composta por fibra e caldo (agua e solidos soluveis totais). A Tabela 2.2 apresenta a

composi¢ao média da cana-de-acicar (COPERSUCAR, 2009).

Tabela 2.2. Composicao média da cana-de-acucar
Composicao Teor
Agua 65-75
Acgucares 11-18
Fibras 8§-14
Solidos soluveis 12-23

A Tabela 2.3 apresenta os principais constituintes da cana-de-actcar

(COPERSUCAR, 2009).



Revisdo Bibliogrdfica

23

Tabela 2.3. Principais constituintes da cana-de-acucar

Constituintes Solidos soluveis (%)
Acucares 75 a 93
Sacarose 70 a9l
Glicose 2a4
Frutose 2a4

Sais 3,0a5,0
De acidos inorganicos 1,5a4,5

De acidos orgéanicos 1,0a3,0
Proteinas 0,5a0,6
Amido 0,001 a 0,05
Gomas 0,320,6

Ceras e graxas

0,05a0,15

Corantes

3as

Geralmente, o caldo obtido na extragdo para producdo do etanol ¢ aquecido em torno

de 110°C, com o objetivo de reduzir a carga microbiana do mesmo e em seguida segue para

decantacdo, em destilarias isoladas, pode-se evaporar o caldo para o preparo do mosto e

inicio da fermentagdo. Ja em destilarias, que sdo anexas a fabrica de agucar, utiliza-se mel

proveniente da centrifugacdo do agucar, que contém teor de aglicar acima de 65% para

preparo do mosto, juntamente com o caldo, tendo o brix ajustado para a faixa entre 19 a 23. O

mosto preparado para fermentagdo contém minerais e nutrientes organicos, suficientes para se

iniciar a fermentagdo (WHEALS, 1999). A Figura 2.11 ilustra um tipico fluxograma do

processo fermentativo.
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Figura 2.11. Tlustragdo de um fluxograma tipico do processo fermentativo.
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No Brasil, 70% das usinas utilizam processo batelada. O processo continuo também ¢
usado em algumas usinas. Ambos os processos utilizam centrifugacdo para separar o creme
de levedura do vinho e reutilizacdo deste creme no processo. O creme, geralmente € tratado
com acido sulftrico para reduzir a contaminac¢do por bactéria ¢ correcdo do pH (WHEALS,
1999)

A utilizacdo de altas concentragdes do indculo (8-17% em base imida) e temperaturas
na faixa de 33 a 35°C contribuem para reducdo do crescimento celular e aumento da
produgéo de alcool (10 a 12 °GL), gerando rendimento de etanol da ordem de 90 a 92%. O
curto tempo de fermentacdo (6 — 8 h) tem importancia dentro do processo fermentativo pois €
uma das varidveis que afeta, diretamente, a produtividade em etanol e ainda permite que a
levedura seja reciclada até 3 vezes por dia, durante 200 dias de safra. A contaminagdo
bacteriana pode ocorrer, mas ela ¢ controlada pelo uso de antibidticos. Algumas usinas

possuem avancadas tecnologias em controle e automacao (WHEALS, 1999).

2.7. Cinética da Fermentacio
Os processos bioquimicos s3o muito dindmicos quando comparados aos processos
quimicos, devido a complexidade dos sistemas bioldgicos.
O estudo matematico da cinética microbiana tem como base duas fases (LEVEAU,
1985):
e Abidtica — fase que corresponde ao meio ambiente, condi¢des fisico-quimicas
imediatas das células e pode ser manipulavel, como a adi¢do de nutrientes ao meio.
e Bidtica — fase relacionada as propriedades genéticas, bioquimicas e fisiologicas do

microorganismo e nao pode ser manipulada durante o processo de fermentacdo

(VASCONCELOS, 1987).

A fermentagdo alcodlica ¢ um processo bastante conhecido, entretanto ndo existe um
modelo cinético Unico que descreva adequadamente o processo de produgédo de etanol. Além
do que, as condigdes para fermentacdo alcodlica sdo muito mais severas do que o meio para
crescimento celular (BAILEY e OLLIS, 1986).

O estudo da cinética das fermentagdes ¢ importante na determinagdo das velocidades
de transformagdes que ocorrem durante a fermentagio. E possivel determinar os fatores que

influem nesta velocidade de transformacdo e correlaciona-los por meio de equagdes
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matematicas. Uma vez descoberto os fatores que influenciam na velocidade de
transformagdo, temos uma ferramenta de otimizagdo de processo (COPERSUCAR, 1987).
Em uma fermentacdo ocorrem muitas transformagdes ao mesmo tempo: células
crescem, se reproduzem e morrem, substancias diversas existentes no meio sdo consumidas
pelos microorganismos e produtos de metabolismo sdo langados no meio (Figura 2.12). No
caso da fermentacdo alcoolica, os principais fatores a se medir sdo: a variagdo da
concentragdo de células com o tempo, a variacdo da concentragdo de substrato (agucares
fermentesciveis) com o tempo e a variagdo da concentragdo de etanol com o tempo. Outras
substancias como CO, ou variagdo de nutrientes, podem ser medidas eventualmente

(SHULER e KARGI, 2002).

1

tempo

Figura 2.12. Variagao das concentragdes de substrato (S), células (X) e produto (P) com o

tempo em um processo descontinuo.

Considerando os pardmetros:
S = Concentracdo de substrato presente no meio em um instante t;
X = Concentragdo dos microorganismos presentes no meio em um instante t;

P = Concentrag@o de produto presente no meio em um instante t.

A Figura 2.12 representa o comportamento de um processo fermentativo descontinuo,
onde enquanto ocorre consumo de substrato, ocorre também formacado de produto e célula. A
partir da curva apresentada na Figura 2.12 ¢ possivel determinar as velocidades médias de

transformagdes em um periodo de tempo (equagdes 2.1 a 2.3).
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Estas velocidades médias de transformac¢do do processo auxiliam no entendimento do
fenomeno e na determinago de equipamentos para tal, como tamanho do fermentador.
Em alguns casos ¢ de grande interesse a medi¢do de velocidades instantdneas no

processo fermentativo, para tal utiliza-se das relagdes (equagoes 2.4 a 2.6).
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A cinética dos processos fermentativos pode ser classificada em funcdo da formacado
do produto. Na fermentagdo alcoolica, a formacgdo do produto esta diretamente relacionada ao
consumo de substrato. Existem outras fermentacdes, onde a formagdo de produto esta
indiretamente associada a utilizagdo do substrato, como por exemplo, a produgdo de acido
citrico. E ainda podemos citar as fermenta¢des onde a sintese do produto estd aparentemente
ndo associada ao consumo do substrato, como a produ¢do de penicilina (COPERSUCAR,
1987).

Os processos fermentativos podem ser classificados em fun¢do da reacdo que ocorre
na transformagdo do substrato em produto. Os processos fermentativos sdo tipicamente
heterogéneos, possui a fase liquida que corresponde ao meio de fermentacdo, a fase solida

que ¢ constituida pelos microorganismos e ainda existe a fase gasosa, representada pelo CO,
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ou O; contidos no meio. A classificacdo compreende, fermentacdo simples, onde o nutriente ¢
transformado em produto em propor¢do constante, sem acumulo de intermediarios;
fermentagdo simultdnea, onde os nutrientes s3o convertidos em produtos em proporgdo
variavel, sem actimulo de intermediario; fermentagdes consecutivas, onde os nutrientes sdo
convertidos em produto com acumulo de metabolito intermediario; ¢ stepwise, onde os
nutrientes sdo convertidos em metabolitos intermediarios e posteriormente convertidos em
produto (COPERSUCAR, 1987).

A fermentacdo simples pode ser de dois tipos, com ou sem crescimento de

microorganismo associado, como se observa nas Figuras 2.13 e 2.14, respectivamente.

Carbono Consumido
—

Carbono
Celular

Carbono da glicose consumido

Carbono calular

tempo

Figura 2.13. Reagdo simples representativa do crescimento de Aerobacter cloacaer.

acido

Glicose convertida
gliconico

tempo

Figura 2.14. Reagdo simples representativa da conversao de glicose em acido glicomico por

micélio de Aspergillus niger ressuspendido.
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A cinética da fermentagdo alcoodlica é um assinto de interesse dos centros de pesquisa
especializados, tendo em vista seu potencial industrial e econdmico (LIMA e MARCONDE,
2002). O objetivo basico do estudo da cinética de processos microbianos ¢ quantificar as
taxas de crescimento celular, de consumo de substrato, de formac¢do de produtos e demais
parametros relacionados (VIEGAS, 2003). A complexidade da descri¢do cinética que ¢
requerida e apropriada depende das situacdes fisicas e da aplicacdo pretendida. Nao ¢
possivel a formulagdo de um modelo que inclua todas as caracteristicas e detalhes celulares
(STREMEL, 2001). Os modelos cinéticos normalmente usados em fermentagdes podem ser
divididos em (BAILEY e OLLIS,1986):

e Naio estruturados e ndo segregados, nos quais as células de microorganismos sao
consideradas como soluto;

o Estruturados e ndo segregados, onde as células sdo tratadas como seres individuais de
multiplos componentes, porem com composi¢cao média semelhante;

e Naio estruturados e segregados, onde as células sdo tratadas como seres individuais
distintos, porem descritos por um tnico componente; ¢

e Estruturados e segregados, onde as células de microorganismos sdo consideradas

como individuos distintos e formados de multiplos componentes.

O tipo de modelo mais encontrado na literatura para descrever a fermentacdo
alcoolica ¢ do tipo ndo estruturado e ndo segregado. A equacdo mais simples e popular para
descrever o crescimento microbiano ¢ a equagdo de Monod, que considera a presenca de
substrato como limitante para o crescimento (HAN ¢ LEVENSPIEL, 1988). A cinética de
Monod esta apresentada na Tabela 2.2, pela Eq. 2.10 e ¢ aplicavel somente quando ndo
ocorre a presenca de produtos metabolicos toxicos (LUONG, 1985).

THATIPAMALA et al. (1992) verificaram na fermentacdo alcodlica o rendimento de
biomassa com a levedura Saccharomyces cerevisiae diminuiu de 0,156 para 0,026 com o
aumento da concentragdo de etanol de 0 a 107 g/1, indicando uma relag@o entre o rendimento
da biomassa ¢ a inibigdo pelo produto. Estes autores propuseram um modelo para representar
a diminui¢do do coeficiente de rendimento célula-substrato (Yx;s) com o aumento das
concentragdes iniciais de etanol ¢ de substrato e a diminui¢do da taxa de crescimento
especifico com o aumento da concentracdo inicial de substrato. Foi considerado um modelo
especifico para a fase de adaptacdo (fase lag) e observaram experimentalmente que a inibigao

pelo substrato afetou mais o rendimento em etanol do que a inibi¢do pelo produto, por
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provocar a diminuicdo da viabilidade celular. Observaram ainda que a fase /ag aumentou com
o aumento da concentracdo inicial de substrato.

A inibicdo do crescimento celular devido a concentracdo de etanol € evidenciada
acima de 15g/l. A concentra¢cdo maxima de etanol permitida, acima da qual as células ndo
crescem, foi predita em 112g/l. A capacidade de producdo de etanol em que as células sdo
completamente inibidas foi de 115 g/L de etanol (LUONG, 1985; FERREIRA, 1998). Além
da inibi¢do provocada pela presenga de etanol, outro fator a ser avaliado é a limitagdo
relacionada ao crescimento microbiano ao substrato ou mesmo a outras substancias presentes
no meio (HAN e LEVENSPIEL, 1988). A inibicdo pelo substrato desativa importantes
enzimas, além de modificar o caminho metabdlico que ¢ vital para a sobrevivéncia da
levedura. O efeito inibidor provocado pelo substrato na fermentagdo alcodlica ocorre quando
a concentracdo supera 150g/1 (THATIPAMALA et al., 1992).

A fermentacdo alcodlica ¢ também afetada pela temperatura do biorreator, onde o
rendimento alcodlico ¢ maior em temperaturas mais baixas, 15°C a 20°C, porém apresentam
uma demora para obtengdo da populacdo maxima. Quando a temperatura no biorreator ¢ de
25°C a 30°C a taxa inicial de fermentagcdo ¢ maior ¢ a temperaturas superiores a 35°C
decresce a viabilidade celular (TORIJA et al., 2003) e podem ocorrer perdas e
contaminagdes. O intervalo de temperatura usual em industrias é de 31 a 33 °C (AMORIM,
2005).

Um modelo para a produgéo de etanol a partir de uma mistura de glicose ¢ maltose foi
proposto por LEE et al. (1995), que incluiu um termo representando o efeito de repressao da
glicose no consumo de maltose. FERREIRA et al. (1998) estimaram os parametros do
modelo cinético de Andrews, citado por LUONG (1987), considerando concentragdes iniciais
de substrato na faixa de 5 a 190 g/, por meio de experimentos num reator em batelada usando
Saccharomyces cerevisiae. BARBA et al. (2001) estimaram os parametros do modelo de
crescimento para a fermentacdo de soro usando K. lactis por meio de experimentos em
batelada e batelada alimentada. Os dados experimentais de dois testes em batelada ¢ os
pontos experimentais da fase batelada do teste em batelada alimentada foram
utilizados para a estimacdo dos parametros. O modelo foi validado pelo experimento em
batelada alimentada.

TOSETTO (2002) analisou o comportamento cinético da cepa de levedura Y904 em
nove diferentes matérias-primas provenientes de unidades produtoras de agucar e alcool.
Foram estudadas as cinéticas de producdo de etanol, células e de consumo de substrato, assim

como o desempenho da cepa em cada matéria-prima com relagdo a produtividade e



Revisdo Bibliogrdfica 30

rendimento em etanol. Para a avaliacdo cinética, foram utilizados seis modelos do tipo nédo
estruturado. Os que mais se adequaram aos dados experimentais, com a utilizagdo de um
unico substrato e concentragdes iniciais de sacarose entre 150 e 190 g/L, foram os modelos de
GHOSE e THYAGI (1979), com o parametro n diferente de um, e o de JIN et al.
(apud TOSETTO, 2002). Em todos os ensaios realizados, observou-se que a velocidade
especifica de producdo de etanol esteve vinculada a velocidade especifica de crescimento
microbiano até determinada fase da fermentacdo. Apos esta fase, a diminuicdo da
velocidade de crescimento microbiano ndo causou a diminuigdo da velocidade especifica de
producdo de etanol, mostrando que as mesmas ndo estdo mais  associadas.
VASCONCELOS et al. (1992) testaram dez modelos cinéticos para o processo de
fermentagdo  alcodlica industrial em batelada alimentada, com vazdo variavel de
alimentacdo e reciclo do microrganismo agente da fermentacdo (S. cerevisiae). Foram
realizados vinte e dois ensaios experimentais na destilaria anexa a Usina Seresta — AL,
utilizando mosto de caldo de cana-de-acticar. O volume de opera¢do dos fermentadores
foi de aproximadamente 145.000 litros. Os autores concluiram que o modelo o qual
considerou a inibi¢do pelo produto na forma parabdlica, foi o que apresentou os melhores
ajustes dos resultados experimentais.

Os resultados experimentais do processo simultaneo de sacarificagdo e fermentagdo de
bagago a etanol usando uma cepa recombinante S. cerevisiae YPB-G foram avaliados por
KROUMOV et al. (2006) para desenvolver um modelo ndo estruturado de nivel bi-
hierarquico. O desenvolvimento do modelo incluiu uma aplicacdo da metodologia de analise
da superficie de resposta para avaliar os pardmetros chave dos modelos cinéticos e analisar a
taxa de sintese de enzimas amiloliticas.

LAKANA et al. (2007) utilizaram sorgo suplementado com 0,5% de sulfato de
amoOnia da concentracgdo inicial de células e de aglicar como substrato para a produgdo de
etanol por S. cerevisiae TISTR 5048 pelo processo em batelada e em batelada alimentada. Os
autores verificaram que na fermentagdo em batelada quanto maiores as concentragdes de
substrato, maiores as concentragdes de produto, o rendimento Yps e o tempo de
fermentagdo, e que os pardmetros cinéticos sdo dependentes da concentragdo inicial de
células e de agtlicar. Para a fermentacdo em batelada alimentada, foi determinada a estratégia
otima de alimenta¢do de substrato, e concluiram que a quantidade de agucares totais
consumida no final dos experimentos foi similar para os dois processos, enquanto a

concentragdo maxima de etanol e¢ o rendimento de etanol no processo em batelada
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foram inferiores com relagdo ao processo em batelada alimentada. Entretanto a
produtividade foi menor no processo em batelada alimentada.

Embora o efeito de inibigdo pelo etanol seja considerado nos modelos do tipo Aiba,
estes modelos prevéem que a concentracdo de etanol pode tender a valores infinitos antes que
o crescimento celular seja completamente inibido, o que parece pouco razoavel. Por outro
lado, quando a fermentagdo continua de etanol ¢ operada a uma baixa taxa de diluicdo, e
especialmente no caso onde a concentragdo de acucar do meio € baixa, a concentragdo de
agucar limitante pode ndo ser detectavel. Nestas condicles, as taxas especificas para
crescimento celular e produgdo de etanol seriam nulas, o que também ndo ¢é correto, uma vez
que o meio com células e etanol na pratica ¢ continuamente produzido. Portanto, apesar
destes modelos serem amplamente citados na literatura desde que foram propostos, pouca
discussdo tem sido feita quanto a estas inconsisténcias estruturais. BAI et al. (2008)
discutem a caréncia claramente demonstrada nos estudos publicados sobre o tema: as
equagdes cinéticas sdo restritas a faixas de validade muito estreitas e distantes das
encontradas no processo industrial, os parametros cinéticos estimados demonstram forte
correlacdo e ndo sdo estatisticamente tratados e poucos estudos tratam do efeito da
temperatura sobre estes modelos.

A Tabela 2.4 apresenta varios modelos da cinética da fermentacdo alcodlica

formulados por diversos autores considerando os efeitos inibitorios.

Tabela 2.4. Modelos matematicos existentes na literatura para a fermentagao

alcoolica (BORGES, 2008).

NO
Referéncia Modelo
Eq.
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g = K _ T 2.7
(Monod) T Rsts
L - -,
uo= po 1o exp i—k, % p) 2.8
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5 o .
¥ = Upge . exp l—k, % p) 2.9
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*Onde = ¢ a forga idnica.

A multiplicidade de modelos cinéticos que descrevem o crescimento microbiano ¢
devido ao fato destes serem construidos para uma levedura especifica, em condi¢Ges
experimentais pré-definidas (DOURADO et al., 1987).

Diversos fatores como a evaporagdo e perdas do processo, adigdo de solugdes de
acidos e bases para o controle do pH, adi¢do de antiespumante, produgdo de substancias que
mudam o volume do meio, crescimento celular, entre outros, podem afetar
significativamente as véarias concentracdes e, conseqiientemente, os valores dos
parametros calculados. O volume de biomassa no meio fermentativo, por exemplo,
pode apresentar efeitos sobre os valores dos rendimentos, eficiéncias, produtividades, taxas

de consumo e producdo, calculados a partir das concentracdes de substrato e de
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produto medidas em experimentos. BORZANI (2003) propde corregdes que consideram tal
efeito nos processos em batelada.

Apesar dos varios trabalhos que tratam da cinética de fermentacdo, pouca
influéncia estes tiveram sobre o arranjo das plantas industriais instaladas no Brasil. No
entanto, o projeto rigoroso de uma planta de fermentagdo tem que passar, obrigatoriamente,
por uma modelagem detalhada do processo, pelo uso de modelos cinéticos precisos que
possibilitam a obtencdo de condigdes otimas de operacdo. Por outro lado, a manutengdo
destas condicOes dependera da escolha de uma estratégia de controle adequada que so ¢
possivel conhecendo-se o comportamento do processo. Isto pode ser adequadamente
realizado pelo estudo prévio de modelagem da planta e simulagdo em computador
(ANDRIETTA, 1994).

Com base na revisao bibliografica e informagdes industriais, foi levantado que:

v O processo de fermentagdo em batelada alimentada apresenta menores riscos de
contaminagdo, maior flexibilidade de operagdo, e controle da concentragdo de
substrato no fermentador (diminui os efeitos inibitorios desfavoraveis a producao de
etanol) quando comparado aos processos continuo e batelada convencional;

v As leveduras S. cerevisiae sdo microrganismos de alta eficiéncia fermentativa, sendo
que algumas cepas industriais, com caracteristicas diferenciadas, sdo mais tolerantes
aos produtos da fermentacdao. Apesar de haver outros microrganismos que apresentam
alta eficiéncia fermentativa, a possibilidade de emprega-los em industrias,
principalmente no Brasil, ainda ¢ muito pequena;

v" Considerando os modelos cinéticos apresentados, o modelo de GHOSE e¢ THYAGI
(1979) modificado por TOSETTO (2002), que considera inibi¢des pelo substrato e
pelo produto, descreveu adequadamente as fermentagdes conduzidas em algumas
industrias brasileiras quando comparado a outros modelos apesar dos pardmetros
ndo terem apresentado significado fisico.

Em virtude destes fatores, o processo de fermentagdo alcodlica em batelada
alimentada pela levedura S. cerevisiae foi escolhido como objeto de estudo no presente
trabalho. O desempenho do processo em batelada alimentada devido a variagdo do tempo de
enchimento e da concentracdo de sacarose na alimentacdo foi avaliado por meio da

produgdo de etanol, do rendimento e da produtividade.
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2.8. Consideracgdes Finais

A partir da revisdo bibliografica realizada fica evidente a importancia de se realizar
um estudo da influéncia do perfil de alimentagdo do mosto e da concentracdo do indculo na

produtividade em etanol do processo.
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3. MATERIAIS E METODOS

Este item descreve os principais materiais ¢ metodologias de analises empregadas

neste trabalho.

3.1. Testes Fermentativos
Os testes fermentativos tanto em escala industrial quanto em escala piloto foram

realizados em usina localizada no estado de Sdo Paulo.

3.1.1. Testes Fermentativos: Dorna Industrial

A unidade de fermentagdo da usina é composta por 15 dornas de 400 m’, com volume
atil de trabalho de 360 m’ e seis pré-fermentadores de 60 m’. O processo de fermentagio
realizado ¢ do tipo “batelada alimentada”, com reutilizagdo de fermento (processo Melle-
Boinot). O sistema de filtracdo do vinho levedurado ¢ composto por cinco filtros tipo cesto,
pressurizados a 2,1 kgf/em® e por seis centrifugas industriais, sendo quatro com vazio de
operagio de 80 m*/h e duas com vazdo de 90 m’/h. O resfriamento do mosto é realizado por
dois conjuntos de trocadores de calor a placas, sendo o primeiro composto por quatro
trocadores os quais sdo alimentados com agua “bruta” (agua proveniente da captacdo do rio)
e o segundo composto por trés trocadores que utilizam como fluido de resfriamento agua
proveniente da torre de resfriamento.

As dornas de fermentagdo possuem sistemas de resfriamento tipo serpentinas, com
excegdo da dorna de nimero um, que possui sistema de resfriamento por trocador de calor a
placas.

As fermentagdes sdo monitoradas e controladas por meio de sistema de automacao,
onde sdo monitorados pardmetros como a temperatura, o volume da dorna, a vazdo de
alimentagdo de mosto, o pH e o brix. Por meio do sistema de aquisi¢do de dados ¢ possivel
programar o enchimento da dorna pela manipulagdo da vazdo de mosto. A Figura 3.1
apresenta um esquema ilustrativo do sistema de fermentacdo em escala industrial existente na

usina.
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Figura 3.1. Diagrama ilustrativo do sistema de fermentacdo em escala industrial.
Obs: Nesta figura, o termo “agua fraca” refere-se a solugdo hidroalcoolica obtida na saida da torre de
recuperagdo de etanol, com teor de dlcool da ordem de 1 °GL.

3.1.2. Testes Fermentativos: Escala Piloto

No presente trabalho foi utilizada também uma unidade de fermentacdo em escala
piloto para a realizagdo de cultivos. A dorna de fermentacao neste sistema tinha volume total
de 40 L (volume 1util 36 L) o que corresponde a uma escala 10.000 vezes menor que a
industrial. A dorna teste possui sistema de medida e monitoramento de pH e sistemas de
controle de temperatura, vazao de alimentagdo de mosto e de nivel. A Figura 3.2 apresenta

uma fotografia do sistema experimental utilizado nos cultivos em escala piloto.

Figura 3.2. Fotografia da unidade de fermentagdo experimental em escala piloto.
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A Figura 3.3 apresenta a tela do sistema de supervisao utilizado com a unidade piloto

de fermentacio.

Figura 3.3. Esquema do sistema supervisorio para o controle da dorna piloto.

3.2. Metodologia Experimental

Foram realizados sessenta e seis cultivos em escala industrial e dezesseis cultivos em
escala piloto, nas safras 2007/08 e 2008/09. Estes ensaios foram realizados em diferentes
condi¢des de alimentacdo de mosto e concentracdo de indculo. O mosto foi alimentado com

vazdo (F) variando numa forma linear com o tempo, de acordo com a equagdo (3.1).

F=F, +k-t 3.1)

onde: F é a vazdo inicial (m*/h para dorna industrial e L/h para dorna piloto)
k & o coeficiente angular da reta (m*/h? para dorna industrial e L/h? para dorna piloto)

t € o tempo (h)

Os indculos apresentaram volumes em torno de 1/3 do volume util da dorna (360 m’),

sendo os mesmos preparados variando-se a concentracao de levedo entre 2 a 15% (v/v - base
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umida) e tendo pH entre 2,2 a 2,8, com o objetivo de minimizar a infec¢do do processo. O
controle de temperatura da dorna mantinha a mesma em valores inferiores a 35°C, com “set-
point” ajustado em 32°C.
Apds a adi¢do do indculo, os cultivos tiveram inicio com a alimentagdo do mosto
(fase semicontinua) até o enchimento da dorna. O processo prosseguia em batelada até o
completo consumo dos actcares fermentesciveis.
Ao longo dos ensaios foram obtidas informagdes relativas a concentracdo
celular (em % v/v e em % m/m), concentragdo de ART no mosto de alimentagdo (% m/m),
teor de etanol (° GL) e vazdo de alimentacdo F (em m’/h, dorna industrial ou L/h, dorna
piloto). A Tabela 3.1 apresenta as condi¢des dos ensaios industriais realizados. A Tabela 3.2

apresenta informacgdes sobre os ensaios realizados em escala piloto.
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Tabela 3.1. Dados coletados dos testes em escala industrial.

Tempo Taxa .
Teste . _C),((BU) m.as-s? celulas- Inéculo (%) |oGL-inicial| fermentagdo | F(m3/h) | diluicao(D) - Cx(BU) final oGL-final
inicial - (%) | inicio (ton) - (%)
(h) h-1
Indus_2h_2 14,20 2,34 1,97 4,06 13,00 155,00 0,43 3,63 9,44
Indus_2h_2 14,54 2,40 2,02 3,66 16,00 155,00 0,43 4,68 9,90
Indus_4h_2 14,54 2,40 2,02 3,92 14,00 77,50 0,22 5,08 8,28
Indus_4h_2 14,60 2,41 2,03 3,66 12,00 77,50 0,22 5,10 7,84
Indus_2h_2 14,85 2,45 2,06 3,66 15,00 155,00 0,43 5,50 8,86
Indus_2h_2 15,38 2,54 2,14 3,92 13,00 155,00 0,43 4,15 10,29
Indus_4h_2 15,52 2,56 2,16 4,41 12,00 77,50 0,22 3,33 8,28
Indus_6h_2 18,00 2,97 2,50 4,76 13,00 51,50 0,14 4,62 8,56
Indus_4h_3 20,30 3,35 2,82 3,52 12,00 77,50 0,22 3,33 8,86
Indus_2h_3 21,10 3,48 2,93 3,78 12,00 155,00 0,43 5,26 9,58
Indus_4h_3 21,17 3,49 2,94 3,78 12,00 77,50 0,22 4,02 9,14
Indus_4h_3 21,30 3,51 2,96 3,52 11,50 77,50 0,22 5,26 10,38
Indus_2h_3 21,50 3,55 2,99 4,06 11,50 155,00 0,43 5,26 8,42
Indus_2h_3 21,60 3,56 3,00 3,78 11,50 155,00 0,43 5,11 8,42
Indus_4h_3 21,60 3,56 3,00 4,20 11,00 77,50 0,22 6,45 8,56
Indus_2h_3 21,70 3,58 3,01 3,66 13,00 155,00 0,43 4,90 10,48
Indus_6h_3 22,70 3,75 3,15 3,38 11,50 51,50 0,14 6,00 8,86
Indus_6h_3 23,07 3,81 3,20 3,66 12,00 51,50 0,14 3,84 8,28
Indus_2h_3 23,70 3,91 3,29 3,78 11,00 155,00 0,43 5,71 8,72
Indus_6h_3 20,50 4,06 3,42 3,10 9,00 30-70 - 5,11 8,28
Indus_6h_3 26,10 4,31 3,63 3,38 10,50 51,50 0,14 5,71 8,72
Indus_6h_3 27,00 4,46 3,75 4,41 12,00 51,50 0,14 5,36 9,30
Indus_6h_5 29,80 5,90 4,97 4,34 12,00 30-70 - 6,56 10,62
Indus_6h_5 30,50 6,04 5,08 5,04 15,00 30-70 - 6,15 12,90
Indus_6h_6 39,10 7,74 6,52 6,30 12,00 30-70 - 7,19 11,66
Indus_2h_6 48,70 8,04 6,76 6,14 7,50 155,00 0,43 10,78 9,30
Indus_2h_6 48,90 8,07 6,79 5,16 7,50 155,00 0,43 8,03 9,58
Indus_6h_6 49,20 8,12 6,83 6,42 9,00 51,50 0,14 8,09 10,02
Indus_4h_6 49,60 8,18 6,89 6,86 8,00 77,50 0,22 8,57 8,86
Indus_6h_6 49,80 8,22 6,92 8,86 9,50 51,50 0,14 8,14 9,88
Indus_2h_6 50,00 8,25 6,94 8,56 7,00 155,00 0,43 8,00 9,74
Indus_6h_7 43,20 8,55 7,20 6,00 11,00 30-70 - 7,25 10,92
Indus_4h_7 51,85 8,56 7,20 6,56 7,50 77,50 0,22 7,84 9,58
Indus_6h_7 52,40 8,65 7,28 6,56 9,50 51,50 0,14 7,92 9,58
Indus_4h_7 53,13 8,77 7,38 8,86 8,00 77,50 0,22 8,09 9,88
Indus_2h_7 53,91 8,90 7,49 6,00 9,00 155,00 0,43 7,86 10,18
Indus_2h_8 62,00 10,23 8,61 8,42 7,00 155,00 0,43 10,07 10,32
Indus_2h_8 62,70 10,35 8,71 9,58 7,00 155,00 0,43 9,63 9,63
Indus_4h_8 63,30 10,44 8,79 7,98 8,00 77,50 0,22 9,90 10,76
Indusl_4h_8 63,46 10,47 8,81 8,28 6,50 77,50 0,22 10,32 10,32
Indus_6h_8 63,50 10,48 8,82 8,28 7,50 51,50 0,14 9,63 10,32
Indus_6h_8 63,60 10,49 8,83 7,14 8,50 51,50 0,14 10,63 10,62
Indus_5h_8 40,00 10,56 8,89 5,16 8,00 50,00 0,14 12,00 9,44
Indus_6h_9 69,80 11,52 9,69 9,14 8,00 51,50 0,14 11,75 10,18
Indus_6h_10 70,58 11,65 9,80 8,28 9,00 51,50 0,14 11,96 10,62
Indus_5h_10 30,00 11,88 10,00 5,04 9,00 50,00 0,14 10,70 9,58
Indus_5h_10 31,00 12,28 10,33 4,34 8,00 50,00 0,14 11,48 9,00
Indus_4h_10 31,33 12,41 10,44 5,44 7,00 50-60 - 12,00 10,32
Indus_5h_10 31,43 12,45 10,48 5,16 8,00 50,00 0,14 10,60 9,14
Indus_5h_11 32,03 12,68 10,68 4,62 8,00 50,00 0,14 12,00 9,14
Indus_5h_11 32,66 12,93 10,89 5,04 7,00 50,00 0,14 12,12 9,58
Indus_4h_11 33,33 13,20 11,11 5,30 8,00 50,00 0,14 11,33 9,14
Indus_5h_11 33,33 13,20 11,12 5,16 8,00 50,00 0,14 13,07 9,44
Indus_5h_11 33,33 13,20 11,13 5,58 8,00 50,00 0,14 11,33 8,42
Indus_5h_11 34,46 13,65 11,49 4,76 8,00 50,00 0,14 12,00 9,14
Indus_5h_11 34,67 13,73 11,56 4,41 9,00 50,00 0,14 12,31 9,44
Indus_4h_11 34,67 13,73 11,56 5,04 8,00 50,00 0,14 13,33 8,72
Indus_4h_12 35,33 13,99 11,78 6,00 7,00 50-60 - 12,00 10,18
Indus_4h_12 36,67 14,52 12,22 4,76 8,00 50,00 0,14 12,92 9,00
Indus_5h_12 37,24 14,75 12,41 4,34 8,00 50,00 0,14 12,70 9,14
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Nos testes industriais o volume do P.F. (pré-fermentador) variou de 68,83 £+ 29,89 m’,

o Brix do mosto variou de 20,52 + 1,38 °Bx e 0 ART do mosto variou de 17,88 + 1,16.

Tabela 3.2. Dados coletados dos testes em escala piloto.

Tempo Taxa .
Teste . .C),((BU) m.as.s:.i celulas- Indculo (%) |oGL-inicial| fermentagdo | . Temp? F(m3/h) |diluicao(D) - Cx(BU) final oGL-final
inicial - (%) | inicio (ton) alimentag3o (h) - (%)
(h) h-1
Pilot_2h_12,5 56,55 1,49 12,57 2,70 7,00 2,00 233,33 6,48 12,80 11,36
Pilot_2h_12,5 56,11 1,48 12,47 5,72 7,25 2,00 233,33 6,48 12,56 11,52
Pilot_2h_12,5 56,11 1,48 12,47 5,72 7,25 2,00 233,33 6,48 12,60 11,98
Pilot_2h_12,5 56,00 1,48 12,44 6,14 7,25 2,00 233,33 6,48 13,26 11,82
Pilot_2h_13 41,40 1,50 12,65 3,66 6,00 2,00 208,33 5,79 12,90 10,46
Pilot_2h_13 41,40 1,50 12,65 3,66 6,00 2,00 208,33 5,79 13,17 10,76
Pilot_2h_13 42,00 1,52 12,83 3,38 6,00 2,00 208,33 5,79 13,33 10,76
Pilot_2h_13 42,00 1,52 12,83 3,38 6,00 2,00 208,33 5,79 13,37 10,92
Pilot_2h_14 47,00 1,71 14,36 4,06 5,75 2,00 208,33 5,79 14,47 11,36
Pilot_2h_14 45,90 1,67 14,03 4,90 5,75 2,00 208,33 5,79 14,30 11,66
Pilot_2h_14 45,90 1,67 14,03 4,90 5,75 2,00 208,33 5,79 14,70 11,52
Fast - 2h_14 45,98 1,67 14,05 4,90 5,75 2,00 208,33 5,79 15,00 11,36
Pilot_2h_15 49,35 1,79 15,08 4,76 5,15 2,00 208,33 5,79 15,99 11,36
Pilot_2h_15 49,35 1,79 15,08 4,76 5,15 2,00 208,33 5,79 15,97 11,52
Pilot_2h_15 49,54 1,80 15,14 4,90 4,80 2,00 208,33 5,79 15,71 11,22
Pilot_2h_15 49,54 1,80 15,14 4,90 4,80 2,00 208,33 5,79 16,13 11,22

Nos testes em escala piloto o volume do P.F. (pré-fermentador) variou de 10,25 + 1,30

m?, 0 brix do mosto variou de 26,05 = 0,15 °Bx e 0 ART do mosto variou de 23,30 + 0,35.
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3.3. Metodologia Analitica
3.3.1. Determinacio da concentragio celular (Cy)

Durante os cultivos, a concentragdo celular foi determinada como porcentagem em
base seca, Cxpgs (% m/m), ¢ em base timida, Cxy, (% v/v). Na determinagdo de Cxyg (% m/m)
foi utilizado o método direto proposto por SINGH et al. (1994). Aliquotas do caldo de massa
conhecida foram centrifugadas a 1.600-g por 30 minutos a 5°C. Descarta-se o sobrenadante ¢
o sedimento foiressuspendido em 4gua destilada e centrifugado novamente nas mesmas
condicdes. O sedimento final foi transferido para recipiente previamente seco e tarado, e a
massa seca obtida apds a secagem em estufa a 105°C, resfriamento em dessecador e pesagem
até massa constante. A determinagdo foi feita em triplicata e a concentragdo celular expressa
em porcentagem em base seca (% m/m).

A determinagdo da concentracdo celular em base imida, Cxp, (% v/v), ou volume de

células compactadas (VCC) foi determinada de acordo com procedimento descrito por

KOSHIMIZU et al. (1982).

3.3.2. Determinacao da concentracao de acticares redutores totais (ART)

A concentragdo de agucares redutores totais (ART) foi determinada pelo método de
LANE e EYNIN (1934) apo6s hidrdlise dos acgticares na amostra do meio de cultivo com HCI
0,75 N a 65°C por 40 minutos.

3.3.3. Determinacio da Concentracao de Etanol

A concentracdo de etanol presente nas amostras do creme de levedura e do vinho foi
determinada por meio da medida de densidade e expressas em °GL (%v/v) de etanol a 20°C,
apos destilagdo prévia de 25mL da amostra no microdestilador Kjeldhal adaptado para alcool.
A densidade do destilado foi medida utilizando-se densimetro Paar, modelo dma 45 ¢ a
concentracdo em °GL foi obtida através de tabela de para conversdo de densidade em grau

alcoolico.

3.4. Calculos dos Coeficientes de Rendimento

Nesse item sdo apresentadas as equacdes para calculos do coeficiente de rendimento
de substrato (ART) a produto principal (etanol), Yps, € o coeficiente de rendimento de
células a substrato (ART), Yxss. Os coeficientes de rendimento foram calculados com base

nos balangos materiais, utilizando informac¢des de varidveis de processo como as
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concentragdes das espécies envolvidas nos balancos, a vazao de alimentacdo do mosto e os

volumes iniciais e finais dos cultivos.

3.4.1. Calculos do coeficiente do rendimento de substrato a etanol (Yps) e do
rendimento (eficiéncia) em etanol (1p)
O coeficiente de rendimento de substrato (ART) a produto (etanol) ¢ calculado pela

equagao (3.1).

quantidade gerada de etanol ~ EtOH gera4,

Yp/s = " - = (3 1)
quantidade consumida de ART  ART,,,cumido
O célculo da quantidade gerada de etanol (EtOH,erado) € realizado pela equagdo (3.2).
EtOngrado = EtOHacumulado = INASSAEtOH-final -~ MASSAE{OH-inicial (32)
E1OH yerago = (“GL - Vip —°GL - Viy) - P20 (3.3)
onde:
EtOHgerado quantidade de etanol gerada no processo (kg)
°GLF: °GL final ou no vinho (% v/v)
°GL;: °GL inicial ou no pré-fermentador (“pé de cuba”) (% v/v)
VEa: volume final da fase aquosa ou volume da fase aquosa do vinho (m®)
Via: volume inicial do “pé de cuba” (m?)
PELOH : densidade do etanol a 20°C (789,3 kg/m3 )
Realizando-se o balango de massa para o ART, tem-se que:
ARTconsumido = ARTalimentado - ARTacumulado (35 )
P
ARTacumulado = (ARTF ’ VFA - ARTI ’ VIA) ’ 1 OCO (3 6)
ART =F.CS.t

alimentado

(3.7)
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onde:

ARTacumulado:  quantidade de ART acumulada na dorna durante o processo (kg);
ARTalimentado: ~ quantidade de ART alimentado na dorna durante o processo (kg);

ARTy: concentracdo de ART final ou concentracdo de agucares residuais totais

ARRT) no vinho fermentado (% m/m);
(

ARTy: ART inicial ou concentragdo de agucares residuais totais (ARRT) no inéculo
(“pé de cuba”) (% m/m);
Pe: densidade média do caldo (1.080 kg/m?).

O célculo do rendimento (eficiéncia) em etanol (np) teve como base os balancos
materiais (equagdo 3.7).
Yps
=——.100 (% 3.8
P =051 (%) (3.8)
onde:

0,511: rendimento teodrico do processo

As concentracdes das substancias soliveis presentes no caldo, como o etanol e os
acucares (ART) sdo quantificadas na fase aquosa do caldo. O sobrenadante ou volume da fase
aquosa compreende a parcela volumétrica do caldo isenta de células. Logo a massa desses
componentes devem ser calculadas pelos produtos das concentragdes dessas substancias pelos
volumes das fases aquosas do caldo no inicio (Via) e no final (Vga) dos cultivos, que se
relacionam com o volume total inicial (V;) final (VE), pelas equagdes (3.8) e (3.9)

(BORZANT, 2006).

Via :VI-[l—i’f—*:-l%j (3.9)
Via =VF-(1—?—b;f-%j (3.10)
onde:

CXps.I: Cxps inicial ou Cxyg no “pé de cuba” (% m/m)

CXps-F: Cxypg no vinho final (% m/m)

G: conteudo de massa seca na biomassa (0,30 kg,s/kg)

Px: densidade celular (1.100 kg/m’)
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A quantidade de ART alimentada (ARTajimentado) € proveniente da alimentacdo do
mosto, sendo que este ¢ alimentado com vazdo varidvel (equagdo 3.1). No caso da planta
piloto, a composi¢do de mosto (e a concentracdo de ART) ¢ fixa em virtude do preparo
antecipado do mosto, em outras palavras, prepara-se o mosto com a quantidade fixa de ART.
No entanto, durante a alimentagdo da dorna industrial ocorre uma pequena flutua¢do na %
(m/m) de ART na alimentagdo, em virtude do mosto alimentado ser composto pela mistura
continua de melago com 4gua ou caldo ao longo dos cultivos. Para o presente trabalho
consideramos a quantidade de ART alimentada fixa durante toda a alimentacdo da dorna
industrial, pois somente coletou-se amostra do mosto, para analise do ART, no inicio da

alimentagdo de cada um dos testes industriais.

3.4.2. Calculo da Produtividade em Etanol (Prodp)
O célculo utilizado para a produtividade em etanol (Prodp) foi realizada pela equagdo

(3.11):

A

Prd, = e
F' tferm (31 1)

3.4.3. Calculo da Produtividade em Células (Prody)

O calculo utilizado para a produtividade em células (Prodx) foi realizado pela equagédo

(3.12).

A
Prd, = _OMx
VF 'tfen‘n (312’)
3.4.4. Calculo do coeficiente do rendimento de substrato a células (Yyy)
Da mesma forma que o etanol (P), as células (X) também sdo geradas durante o
processo fermentativo. Logo, o calculo de Yx/s segue um equacionamento similar que o

calculo de Ypss, sendo Yxys calculado para a dorna industrial e piloto pela equagéo (3.13).

_ (CXbS-F .VF _bes—l 'VI)'pc
/S T
M (F) -ty -ARTy py)-p, (3.13)
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Com base nas equagdes apresentadas os valores precisos dos coeficientes de
rendimento nas escalas piloto e industrial, irdo depender da precisdo dos valores medidos das
concentragdes das espécies envolvidas (metodologias analiticas utilizadas), bem como dos

valores de vazdo volumétrica (F) fornecida pelo sistema supervisorio.

3.5. Modelagem Matematica do Processo Fermentativo

O processo industrial mais utilizado no Brasil para a producdo de etanol em
“batelada”, na verdade, ¢ dividido em duas etapas. Na primeira etapa, o cultivo é operado em
batelada alimentada. Parte-se de um inoculo (“pé de cuba”) o qual ocupa uma parte do
volume total da dorna, sendo o mosto alimentado a vazdo constante ou linear com o tempo
até completar o volume util da dorna. Apods esta fase, tem inicio a segunda etapa (em
batelada) que varia em fungdo do tempo necessario para o consumo total dos agucares
fermentesciveis presentes no meio de cultivo.

Neste trabalho foram ajustados parametros de dois modelos para representar o

processo de produgdo de etanol.

3.5.1. Modelo 1
DARE (2008) em sua dissertagio de mestrado propds um modelo matematico para
descrever o processo de producdo de etanol em dorna piloto. Apresenta-se a descri¢do do

modelo:

e KEtapa de tratamento da levedura

No processo “Melle-Boinot”, apds o final da batelada, a levedura é recuperada do
vinho fermentado e reciclada no processo apos tratamento. Durante a etapa de tratamento da
levedura, na presenca de oxigénio, as células provenientes da etapa de centrifugacdo da
batelada anterior, ditas do tipo 2 (Xj) transformam-se em células do tipo 1 (X;), que ndo
crescem devido a auséncia de substrato. As células do tipo 1 que formam o in6culo ou “pé de
cuba” permanecem, por um longo periodo durante a etapa de tratamento na auséncia de
substrato (ART), em “estado de fome” (“starvation state”), modificando seu estado

fisiologico. A equacdo (3.14) representa a transformagdo de X, em X;:
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X5 9%, X, + produtos de degradagao (3.14)
onde:

X, : células famélicas ou “estado de fome”;

X, : células oriundas da centrifugagdo do vinho fermentado que consomem agucar, crescem

e produzem etanol.

e Etapa de producio de etanol em batelada alimentada
Quando se inicia a alimentacdo de mosto & dorna na etapa inicial em batelada
alimentada, agora na presenca de substrato, inicia-se novamente a transformagdo das células
do tipo 1 (X;) em células do tipo 2 (X;), segundo estequiometria apresentada pela equagio

(3.15).
X, —X, (3.15)

O que se observa no inicio desta etapa é um rapido consumo de substrato com
simultanea produ¢do de etanol sem, no entanto, se observar crescimento celular. Logo, a
hipotese considerada é que as células do tipo 1 consomem substrato rapidamente para gerar
energia (ATP) e, por decorréncia do metabolismo de oxidacdo das hexoses na glicdlise,
produzem etanol. No entanto, a energia produzida (ATP) nesse processo ndo ¢ utilizada para
o crescimento celular. Ela ¢ utilizada exclusivamente na reestruturacdo do maquinério celular
ou numa nova mudanga fisiologica, considerada no modelo como uma transformacao das
células do tipo 1 em células do tipo 2, que voltam a ter a capacidade de crescer e produzir
etanol simultanecamente a medida que consomem o substrato.

A velocidade de transformacdo das células do tipo 1 em células do tipo 2, 1 x», €

representada pela equagdo (3.16).

k,-C™
LoXL o p (3.16)

It x2 = =
- kz +CX1 -

Na etapa de produgdo, pode ocorrer morte celular, representada pela equagao (3.17).
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X, —5 5 Xy (3.17)

onde:

Xony: representa células do tipo 2 ndo vidveis.

A estequiometria e a cinética de produgdo de etanol relacionadas com as células do
tipo 1 estdo representadas pelas equagoes (3.18) e (3.19) e com as células do tipo 2, pelas

equagdes (3.20) e (3.21).

S—X ,p P (3.18)
T
P g =k, Oy (3.19)
P1
S—*2 5y X, +p, P (3.20)

T
P2 X2 P2 oY i (3.21)
p2 Y1 Y1

De acordo com o modelo proposto, diferentemente das células do tipo 1, as células do

tipo 2 t€m capacidade de crescer, logo consomem o substrato convertendo-o em etanol (P) e

em mais células do tipo 2 (X3) de acordo com a equagdo 3.22.

o =H-Cxo (3.22)

Considerando a inibicdo do etanol no crescimento celular das células do tipo 2,

seguindo o modelo de LEVENSPIEL (1976), tem-se a equagao (3.23).

n
Cq Cp
I'yy = . 1= -C 3.23
X2 = Mmax KS +CS [ CP *] X2 ( )

Ap6s apresentacao das hipoteses do modelo reacional e das equagdes de reacgdo, segue
a apresentacdo dos sistemas de equagdes de balangos materiais que compdem a modelagem

do processo.
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As equacdes do modelo matematico para as etapas em batelada alimentada e batelada

sdo apresentadas.

e Etapa em Batelada Alimentada

Balango de massa para as células:

dc k - CY F
xi __ MThxa _( )CX]

dt k, +Cy,

dCy, _ ki CY ( Fj
_ Ny Coy | k|- C
dt kG, oMty ) e

Balancgo de massa para o etanol:

de F
o M kp - Cxp + Ypxo 'M'sz—v'cp

Balango de massa para o substrato:

d .
- =£'(CSe ~Cs)—k, - Cxi ~ kG
d VvV Yx2/s

Balango de massa total:

dV  pum
— =2 (Fy+k-t
& p. (o+ )

e Etapa em Batelada

Balango de massa para as células:

X1
= ~ky-C
dt k, +Cy ¢
dc,, k,-CJ
= x4 (n-k,)-C
dt  k,+Cy, (k) Cro

Balango de massa para o etanol:

ac,
o M k- Cxi+ Ypxo - n-Cxo

(3.24)

(3.25)

(3.26)

(3.27)

(3.28)

(3.29)

(3.30)

(3.31)
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Balango de massa para o substrato:

dc .C
=Ky Cxy —‘; X2 (3.32)
X2/S

No presente trabalho, o modelo apresentado foi ajustado a valores experimentais
obtidos nos cultivos nas escalas piloto e industrial sob diferentes condigdes de alimentacdo da

dorna.

3.5.2. Modelo 2
Com base no artigo publicado por ATALA et al. (1998), foi proposto o seguinte
modelo matematico para o processo de produgdo de etanol.

Na etapa de produgdo, pode ocorrer morte celular, representada pela equagao (3.33).
X, 15X, (3.33)

onde:
Xy:  representa células viaveis

Xnv: representa células ndo vidveis

A formacdo do produto (etanol) ocorre de forma ndo associada (equagdo 3.34) e

associada (equacdo 3.35) ao crescimento celular.

SL>p1 -P (3.34)
S—* >y -X,+p,-P (3.35)
onde:

S: representa o substrato (ART)
Xy:  representa as células viaveis

P: representa o produto (etanol)
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A velocidade de crescimento das células viaveis foi calculada pela equagdo (3.36), a
velocidade de degradacdo das células viaveis pela equacdo (3.37), a velocidade de formagao

de produto pela equacgao (3.38) e a velocidade de consumo de substrato pela equagdo (3.39).

n C m
rxzumax'( CS J'exp(_Ki'Cs)'(l_ CP j '(1_$j 'fov (3-36)

K + C Pmax CXmax

S S

r, =k, ;-explky, - Cp) Cy, (3.37)
L =Ypx Ix ¥, 'fov (3.38)
=X 4my-Cy, (3.39)

X/S

A velocidade méxima especifica de crescimento celular (pmax) foi calculada em
fungdo da temperatura do meio de cultivo, conforme a equacdao (3.40), a concentracdo
maxima de inibi¢ao por etanol foi estimada pela equacao (3.41), o coeficiente de rendimento
célula-substrato pela equagdo (3.42), o coeficiente de morte pelo etanol pela equagdo (3.43),
o coeficiente de morte pela temperatura pela equacdo (3.44) e o coeficiente de rendimento
produto-célula pela equagdo (3.45). As equagdes dos pardmetros cinéticos (3.40 a 3.45) foram

obtidas de ATALA et al. (1998).

n, =157 exp(_4;’47j ~1,29-10* -exp(— 43T1 ’4j (3.40)

Cp, =—0,4421-T +26,41-T-279,75 (3.41)

Yy, s =—0,00547-T + 0,239 3.42)
X/S

k, =0,00718-T? -0,45-T +7,43 (3.43)
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(3.44)

K, =4-10" ‘exp( 41.947 ]

1,987 (T +273,15)
Y, =1,1667-T 27,467 (3.45)

Uma vez definida as hipoteses do modelo reacional e das equagdes das velocidades de
reacdo, segue a apresentacdo dos sistemas de equagdes de balancos materiais que compdem a
modelagem do processo.

As equagdes do modelo matematico para as etapas em batelada alimentada e batelada

sdo apresentadas.

e KEtapa em Batelada Alimentada

Balango de massa para as células vidveis:

dCy F
—=r -1,—-Cy -— 3.46
dt X d X v V ( )
Balango de massa para as células ndo viaveis:
dCy F
_nv =1, +7T —C o — 347
dt X d X nv V ( )
Balango de massa para o etanol:
dC, F
=——-C,+r, 3.48
a v 77 (3.48)
Balango de massa para o substrato:
dC, F
° :_'(Cso_cs)_rs (3.49)

dt V
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Balan¢o de massa total:

dV_p_m.F

e p,

e Etapa em Batelada

Balanco de massa para as células vidveis:

Balanco de massa para as células ndo vidveis:

dC X nv
dt

=Ty +1,

Balancgo de massa para o etanol:

dc,
dt

I

Balango de massa para o substrato:

dc,
dt

S

Balan¢o de massa total:

vV _o
dt

(3.50)

(3.51)

(3.52)

(3.53)

(3.54)

(3.55)

No presente trabalho, o modelo apresentado foi ajustado aos valores experimentais

obtidos nos cultivos nas escalas piloto e industrial sob diferentes condi¢gdes de alimentagdo da

dorna.
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3.6. Simulacées em Computador
As equagdes diferenciais ordinarias resultantes dos balangos de massa dos modelos 1
e 2 foram resolvidas com auxilio de computador empregando método numérico de integragao
Runge-Kutta-Gill (4* ordem e passo variavel) programado em Fortran (PRESS et al., 1986).
Os parametros dos modelos foram ajustados como base ajuste visual (comparacdo

entre os valores experimentais e simulados pelo modelo).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Coeficientes de Rendimento (Eficiéncia de Fermentacio)

Neste item sdo apresentados os resultados referentes ao rendimento (eficiéncia)
em etanol (np), a produtividade em etanol (Prdp) e em células (Prdx) e os coeficientes de
rendimento célula-substrato (Yys) € produto-substrato (Yys), para os ensaios realizados

na planta piloto e na dorna industrial.

4.1.1. Planta Piloto

A Tabela 4.1 apresenta os resultados obtidos nos cultivos realizados em escala
piloto. Cabe salientar que todos os cultivos nesta escala foram realizados a vazdo
constante de alimentacdo de mosto, com concentracdo de ART constante no mosto (em
cada ensaio). Ao longo dos experimentos foram analisadas as concentracdes de ART,
células e etanol, sendo possivel, portanto, obter maior precisao na estimativa dos valores
de np, Prdp, Prdx, Yx/s € Ypis de acordo com metodologia proposta no item 3 (Materiais
e Métodos).

Os testes em escala piloto tiveram as seguintes variagoes:

Parametro Média + Desvio Padrio
Indculo (%) 13,61 £ 1,07
°GL Inicial (°GL) 4,53 +£0,93
Tempo Alimentagao (h) 2
Brix Mosto (°Bx) 26,05+0,15
ART Mosto 23,30 £ 0,35

Os experimentos realizados na planta piloto (Fast 2h_ 12,5, Fast 2h_13,
Fast 2h 14 e Fast 2h_15) correspondem a quadruplicatas realizadas com perfil de
alimentacdo constante e por periodo fixo (mosto alimentado por duas horas), com

variac¢des nos valores de concentragdo de indculo (Cy).
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Tabela 4.1. Condi¢des experimentais e resultados obtidos nos cultivos em escala piloto.

Cx(BU) Tempo _ |ex(BU) final| Rendimento Produtividade Produtividade

Teste inicial - (%) fermentagao (%) Etanol (%) Etanol de Células

(h) (kg/m”3/h) | (kg/m"3/h)
Pilot_2h_12,5 56,55 7,00 12,80 82,96 12,13 0,11
Pilot_2h_12,5 56,11 7,25 12,56 82,30 11,16 0,04
Pilot_2h_12,5 56,11 7,25 12,60 85,99 11,66 0,06
Pilot_2h_12,5 56,00 7,25 13,26 82,30 11,38 0,37
Pilot_2h_13 41,40 6,00 12,90 82,61 12,29 0,14
Pilot_2h_13 41,40 6,00 13,17 85,26 12,68 0,29
Pilot_2h_13 42,00 6,00 13,33 86,42 12,80 0,27
Pilot_2h_13 42,00 6,00 13,37 87,85 13,01 0,30
Pilot_2h_14 47,00 5,75 14,47 88,61 13,89 0,06
Pilot_2h_14 45,90 5,75 14,30 87,32 13,95 0,16
Pilot_2h_14 45,90 5,75 14,70 86,12 13,76 0,39
Fast-2h_14 45,98 5,75 15,00 88,05 13,54 0,55
Pilot_2h_15 49,35 5,15 15,99 89,05 15,18 0,58
Pilot_2h_15 49,35 5,15 15,97 90,48 15,43 0,57
Pilot_2h_15 49,54 4,80 15,71 86,09 15,99 0,39
Pilot_2h_15 49,54 4,80 16,13 86,09 15,99 0,68

Observa-se pelos resultados, dos testes em escala piloto, que o coeficiente de
rendimento de substrato a etanol (Yp/s) apresentou valores que variam de 0,440 = 0,012,
dentro da faixa daqueles tradicionalmente esperados para o processo em questdo (entre
78,1 ¢ 90,5% do tedrico), o que indica que a metodologia proposta para o calculo de
Yp/s com base nos conceitos de balangos de massa ¢ adequada. Quanto aos valores do
coeficiente de rendimento de substrato a células (Yxss), 0s mesmos apresentaram uma
variagdo com valores de 0,010 + 0,006, o que pode ser explicado pela alta sensibilidade
desse parametro em relacdo as medidas de concentracdo celular no inicio (Cy;) € no final
do cultivo (Cxr). Como os valores de Yx/s sdo pequenos e, pequenas flutuagcdes nos
valores de Cy e de Cyr geram grandes variagdes nos valores calculados de Yy/s isso
pode explicar essa maior variagdo nos valores calculados de Yx/s. Ainda, as precisdes
dos valores de Cy; e de Cyr também influenciam, no entanto em menor grau, na precisao
dos valores de Yp/s, uma vez que os valores de Cy1 e de Cyr sdo utilizados nos calculos
dos volumes das fases aquosas inicial e final (Via € Vga). O grau alcodlico final variou
de 11,30 £ 0,39 °GL.

Observa-se que cultivos, quando realizados sob mesma vazao de alimentagao (F)

e variando-se as concentragdes de indculo obtiveram-se valores bastante proximos de
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rendimentos (eficiéncia) fermentativos embora com valores de produtividade diferentes
0o que vém a corroborar com o esperado, ou seja, altas concentragdes de indculo
combinados com alta concentragdo de ART trazem efeitos positivos no que diz respeito

a produtividade em etanol (Figura 4.1).

Testes em Escala Piloto

30,00 15,00

26,12 26,18 26,00

25,00 2599

20,00 + 10,00

15,00

Brix do Mosto (Bx)

10,00

5,00

Produtividade Etanol (kg/m”*#/h)/

5,00

Tempo Alimentacéo (h) e Tempo de Fermentacao

0,00

0,00
12,51 12,74 14,12 15,11

Inéculo (%)

= produtividade Etanol (kg/m3/h) Tempo alimentacio (h) ——Brix (mosto) —&—Tempo Fermentagdo (h)

Figura 4.1. Produtividade em etanol em fun¢do da concentrag@o de indculo em mostos
com alta concentracdo de ART (26%).

Na Figura 4.1 observa-se uma reducdo do tempo de fermentacdo com o aumento
da concentragdo de inoculo, mantendo os demais parametros constantes.

A Tabela 4.2 mostra que os valores de rendimento (eficiéncia) fermentativo nao
variam significativamente se considerarmos no calculo o volume ocupado pelas células,

conforme metodologia descrita por BORZANI (2006).
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Tabela 4.2. Resultados de Rendimento de Etanol e Rendimento de Etanol
considerando o volume ocupado pelas células.

Rendimento
Etanol
Teste Rendimento |Volume Liquido|Volume Liquido| considerando
Etanol (%) Inicial (m~3) final (m~3) volume
ocupado pelas
células (%)
Pilot_2h_12,5 82,96 3,48 31,39 74,36
Pilot_2h_12,5 82,30 3,51 31,48 76,41
Pilot_2h_12,5 85,99 3,51 31,46 79,60
Pilot_2h_12,5 82,30 3,52 31,23 75,98
Pilot_2h_13 82,61 6,45 31,36 74,77
Pilot_2h_13 85,26 6,45 31,26 76,82
Pilot_2h_13 86,42 6,38 31,20 77,53
Pilot_2h_13 87,85 6,38 31,19 78,73
Pilot_2h_14 88,61 5,83 30,79 79,32
Pilot_2h_14 87,32 5,95 30,85 78,90
Pilot_2h_14 86,12 5,95 30,71 77,47
Fast-2h_14 88,05 5,94 30,60 78,98
Pilot_2h_15 89,05 5,57 30,24 79,17
Pilot_2h_15 90,48 5,57 30,25 80,40
Pilot_2h_15 86,09 5,55 30,34 77,05
Pilot_2h_15 86,09 5,55 30,19 76,63

A variancia do rendimento fermentativo, dentro dos dados apresentados na
Tabela 4.2, é de 10,14 e no caso do rendimento fermentativo considerando o volume
ocupado pelas células a variancia ¢ de 9,70, ou seja, mostra que o rendimento
fermentativo ndo é funcao da concentragdo do inoculo.

O fato de utilizarmos a concentracdo de ART do mosto constante nos ensaios
pilotos proporcionou maior precisdo no calculo do volume total de ART alimentado e
conseqilientemente maior precisdo nos demais pardmetros que sofrem a influéncia da

concentragdo do ART.
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4.1.2. Planta Industrial

A Tabela 4.3 apresenta os principais resultados obtidos nos cultivos realizados

na dorna industrial sob diferentes condi¢des experimentais. Os valores dos coeficientes

de rendimento e do rendimento (eficiéncia) fermentativo foram calculados de acordo

com metodologia proposta no item 3 (Materiais e Métodos).

Os testes em escala industrial tiveram as seguintes variagdes:

Parametro
Inoculo (%)

°GL Inicial (°GL)

Tempo Alimentagao (h)
Brix Mosto (°Bx)
ART Mosto

Média = Desvio Padrao
6,72 +£3,43
538+1,74
4,25+1,50

20,52 + 1,38
17,88 +1,16

Os experimentos realizados na planta industrial, representam, conforme a Tabela

4.3, o Teste Industrial (Indus), o tempo de alimentacdo “x” h e o indculo

(1))

y”’, como, por

exemplo, o teste Indus_2h_2 que representa um teste industrial realizado com tempo de

alimentacdo de 2 horas e inoculo de 2% (Cyj).

Tabela 4.3. Condic¢des experimentais e resultados obtidos nos cultivos em escala

industrial.
Cx(BU) Volume PF Tempo . |Cx(BU) final . Rendimento Produtividade Produt!wdade
Teste inicial - (%) (m3) fermentagdo (%) oGL-final Etanol (%) Etanol de Células
(h) (kg/m~3/h) | (kg/m"3/h)
Indus_2h_2 14,20 50,00 13,00 3,63 9,44 82,59 5,39 0,42
Indus_2h_2 14,54 50,00 16,00 4,68 9,90 87,63 4,63 0,55
Indus_4h_2 14,54 50,00 14,00 5,08 8,28 71,94 4,36 0,72
Indus_4h_2 14,60 50,00 12,00 5,10 7,84 73,09 4,82 0,84
Indus_2h_2 14,85 50,00 15,00 5,50 8,86 79,81 4,39 0,76
Indus_2h_2 15,38 50,00 13,00 4,15 10,29 93,13 5,92 0,51
Indus_4h_2 15,52 50,00 12,00 3,33 8,28 76,44 5,04 0,32
Indus_6h_2 18,00 50,00 13,00 4,62 8,56 77,04 4,80 0,54
Indus_4h_3 20,30 50,00 12,00 3,33 8,86 78,46 5,51 0,14
Indus_2h_3 21,10 50,00 12,00 5,26 9,58 78,29 5,96 0,64
Indus_4h_3 21,17 50,00 12,00 4,02 9,14 79,71 5,67 0,30
Indus_4h_3 21,30 50,00 11,50 5,26 10,38 97,21 6,79 0,66
Indus_2h_3 21,50 50,00 11,50 5,26 8,42 72,45 5,39 0,65
Indus_2h_3 21,60 50,00 11,50 511 8,42 76,77 5,42 0,61
Indus_4h_3 21,60 50,00 11,00 6,45 8,56 76,62 5,72 1,04
Indus_2h_3 21,70 50,00 13,00 4,90 10,48 93,62 6,05 0,48
Indus_6h_3 22,70 50,00 11,50 6,00 8,86 80,18 5,76 0,82
Indus_6h_3 23,07 50,00 12,00 3,84 8,28 76,33 5,11 0,17
Indus_2h_3 23,70 50,00 11,00 5,71 8,72 77,12 5,88 0,73

* Continua na proxima pagina.
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Cx(BU) Volume PF Tempo . |Cx(BU) final . Rendimento Produtividade Produt!wdade

Teste inicial - (%) (m3) fermentagdo (%) oGL-final Etanol (%) Etanol de Células

(h) (kg/m”3/h) | (kg/m”3/h)
Indus_6h_3 20,50 60,00 9,00 5,11 8,28 76,97 6,81 0,62
Indus_6h_3 26,10 50,00 10,50 5,71 8,72 81,23 6,20 0,66
Indus_6h_3 27,00 50,00 12,00 5,36 9,30 78,76 5,71 0,44
Indus_6h_5 29,80 60,00 12,00 6,56 10,62 89,02 6,51 0,44
Indus_6h_5 30,50 60,00 15,00 6,15 12,90 92,28 6,35 0,23
Indus_6h_6 39,10 60,00 12,00 7,19 11,66 105,01 6,98 0,19
Indus_2h_6 48,70 50,00 7,50 10,78 9,30 88,46 8,89 1,77
Indus_2h_6 48,90 50,00 7,50 8,03 9,58 85,29 9,33 0,54
Indus_6h_6 49,20 50,00 9,00 8,09 10,02 86,88 8,01 0,46
Indus_4h_6 49,60 50,00 8,00 8,57 8,86 78,97 7,80 0,69
Indus_6h_6 49,80 50,00 9,50 8,14 9,88 82,85 7,19 0,42
Indus_2h_6 50,00 50,00 7,00 8,00 9,74 83,25 9,64 0,50
Indus_6h_7 43,20 60,00 11,00 7,25 10,92 82,25 7,12 0,02
Indus_4h_7 51,85 50,00 7,50 7,84 9,58 83,18 9,12 0,28
Indus_6h_7 52,40 50,00 9,50 7,92 9,58 84,69 7,20 0,22
Indus_4h_7 53,13 50,00 8,00 8,09 9,88 80,48 8,53 0,29
Indus_2h_7 53,91 50,00 9,00 7,86 10,18 84,83 8,20 0,14
Indus_2h_8 62,00 50,00 7,00 10,07 10,32 88,77 10,32 0,69
Indus_2h_8 62,70 50,00 7,00 9,63 9,63 83,64 9,36 0,43
Indus_4h_8 63,30 50,00 8,00 9,90 10,76 88,08 9,52 0,46

Cx(BU) Volume PF Tempo . |Cx(BU) final . Rendimento Produtividade Produt!wdade

Teste inicial - (%) (m3) fermentagdo (%) oGL-final Etanol (%) Etanol de Células

(h) (kg/m~3/h) | (kg/m"3/h)
Indusl_4h_8 63,46 50,00 6,50 10,32 10,32 90,55 11,14 0,76
Indus_6h_8 63,50 50,00 7,50 9,63 10,32 82,50 9,65 0,36
Indus_6h_8 63,60 50,00 8,50 10,63 10,62 92,54 8,94 0,70
Indus_5h_8 40,00 80,00 8,00 12,00 9,44 83,98 8,18 1,28
Indus_6h_9 69,80 50,00 8,00 11,75 10,18 83,66 8,79 0,85
Indus_6h_10 70,58 50,00 9,00 11,96 10,62 88,86 8,31 0,79
Indus_5h_10 30,00 120,00 9,00 10,70 9,58 93,02 6,93 0,26
Indus_5h_10 31,00 120,00 8,00 11,48 9,00 92,12 7,45 0,47
Indus_4h_10 31,33 120,00 7,00 12,00 10,32 87,36 9,59 0,73
Indus_5h_10 31,43 120,00 8,00 10,60 9,14 87,85 7,32 0,05
Indus_5h_11 32,03 120,00 8,00 12,00 9,14 92,11 7,50 0,55
Indus_5h_11 32,66 120,00 7,00 12,12 9,58 93,63 8,91 0,58
Indus_4h_11 33,33 120,00 8,00 11,33 9,14 87,54 7,27 0,09
Indus_5h_11 33,33 120,00 8,00 13,07 9,44 81,34 7,62 0,81
Indus_5h_11 33,33 120,00 8,00 11,33 8,42 75,58 6,47 0,09
Indus_5h_11 34,46 120,00 8,00 12,00 9,14 89,18 7,45 0,21
Indus_5h_11 34,67 120,00 9,00 12,31 9,44 95,41 6,99 0,28
Indus_4h_11 34,67 120,00 8,00 13,33 8,72 87,60 6,95 0,73
Indus_4h_12 35,33 120,00 7,00 12,00 10,18 83,45 9,22 0,11
Indus_4h_12 36,67 120,00 8,00 12,92 9,00 86,67 7,31 0,29
Indus_5h_12 37,24 120,00 8,00 12,70 9,14 92,51 7,59 0,12

Diferentemente dos experimentos realizados em escala piloto, na escala

industrial as vazdes de alimentagdo de mosto variavam linearmente com tempo, €
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tiveram tempos de alimentacao diferentes: 2h, 4h, 5Sh e 6h. Ainda dentro de cada um dos
perfis de alimentagdo trabalhamos com concentrac¢ao de indculo variando de 2% a 11%.
As demais variaveis mostradas na Tabela 4.3 foram calculadas de acordo com
metodologia proposta no item 3 (Materiais ¢ Métodos).
Para a determinagdo da concentragdo celular (Cy), utilizou-se o método de base
umida, visto que as usinas em geral utilizam este método.
Para auxiliar na analise dos resultados realizamos a média dos valores dos testes
separando nas seguintes faixas de concentracao de indculo:
v Concentra¢io do inoculo entre 2% e 4% - v/v;
v Concentra¢io do inoculo entre 5% e 7% - v/v;
v Concentragdo do inoculo entre 7% e 9% - v/v;
v Concentra¢do do inoculo entre 9% e 11% - v/v;
v

Concentracao do inoculo entre 11% e 14% - v/v.

A Tabela 4.4 apresenta os resultados médios de acordo com as faixas de

concentracdo de indculo apresentada.

Tabela 4.4. Resultados médios dos ensaios fermentativos.

T
Cx(BU) |VolumePF| , N empo ~
Teste . Inéculo (%)| oGL-inicial | fermentagao
inicial - (%) (m3) (h)

Médias In6culo 2@4% 19,99 50,00 2,78 3,87 12,38
Média In6culo 5@7% 42,57 54,29 6,31 6,63 10,36
Média In6culo 7@9% 56,09 53,33 8,17 7,40 8,13
Média In6culo 9@11% 44,25 96,67 10,22 6,08 7,94

Média In6culo 11@14% 36,58 120,00 12,19 5,00 8,27
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Tempo
Rt Brix Cx(BU) ,
Teste alimentacgao ART Mosto| .. oGL-final
(mosto) final - (%)
(h)
Médias Inéculo 2@4% 3,60 19,97 17,55 4,86 9,07
Média Indculo 5@7% 5,14 21,97 18,19 7,53 10,53
Média Indculo 7@9% 4,25 20,77 17,81 9,26 10,13
Média In6culo 9@11% 5,00 20,74 18,16 11,23 9,73
Média Indculo 11@14% 4,64 20,89 18,06 13,18 8,98
. Produtividade | Produtividade
Rendimento ,
Teste Etanol (%) Etanol de Células Yx/s Yp/s
(kg/m~3/h) (g/m"3/h)
Médias Inéculo 2@4% 80,77 5,49 557,26 0,042 0,413
Média Indculo 5@7% 88,32 7,50 419,26 0,024 0,411
Média Inéculo 7@9% 85,46 8,94 469,21 0,023 0,437
Média Indculo 9@11% 89,30 8,25 417,99 0,023 0,426
Média Indculo 11@14% 87,07 6,99 389,11 0,025 0,425

Para estudo comparativo dos ensaios fermentativos realizados em escala piloto e
industrial elaborou-se a Tabela 4.5 que mostra a média dos ensaios em escala piloto ¢

industrial.

Tabela 4.5. Resultados médios dos ensaios fermentativos em escala piloto e industrial.

Cx(BU) |VolumePF| L. Tempo -
Teste . Inéculo (%) | oGL-inicial | fermentagao
inicial - (%) (m3) (h)
Médias Inéculo 2@4% 19,99 50,00 2,78 3,87 12,38
Média Inéculo 5@7% 42,57 54,29 6,31 6,63 10,36
Média Inéculo 7@9% 56,09 53,33 8,17 7,40 8,13
Média Indculo 9@11% 44,25 96,67 10,22 6,08 7,94
Média Indculo 11@14% 36,58 120,00 12,19 5,00 8,27
Pilot_2h_12,5 45,20 110,00 13,81 4,31 5,81
Pilot_2h_13 48,56 110,00 14,84 4,83 5,21
Pilot_2h_14 53,05 45,50 13,85 3,80 5,90
Pilot_2h_15 52,41 87,50 12,51 5,31 6,94

* Dados dos ensaios fermentativos em escala Piloto em Scale-up.
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Tempo Brix cx(BU) ,
Teste alimentagao ART Mosto| . oGL-final
(mosto) final - (%)
(h)
Médias Inéculo 2@4% 3,60 19,97 17,55 4,86 9,07
Média Inéculo 5@7% 5,14 21,97 18,19 7,53 10,53
Média Inéculo 7@9% 4,25 20,77 17,81 9,26 10,13
Média In6culo 9@11% 5,00 20,74 18,16 11,23 9,73
Média Inéculo 11@14% 4,64 20,89 18,06 13,18 8,98
Pilot_ 2h_12,5 2,00 26,21 23,66 14,21 11,37
Pilot_2h_13 2,00 25,96 23,04 15,67 11,37
Pilot_2h_14 2,00 25,94 23,56 14,35 11,29
Pilot_2h_15 2,00 26,02 23,11 12,83 11,45
* Dados dos ensaios fermentativos em escala Piloto em Scale-up.
. Produtividade | Produtividade
Teste R:ndm:e;to Etanol de Células Yx/s Yp/s
ol | g/mmash) | (g/ma3sh)

Meédias Indculo 2@4% 80,77 5,49 557,26 0,042 0,413
Média Inéculo 5@7% 88,32 7,50 419,26 0,024 0,411
Média Inéculo 7@9% 85,46 8,94 469,21 0,023 0,437
Média Inéculo 9@11% 89,30 8,25 417,99 0,023 0,426
Média Inéculo 11@14% 87,07 6,99 389,11 0,025 0,425
Pilot_2h_12,5 87,47 13,65 225,72 0,007 0,447
Pilot_2h_13 88,42 15,03 523,45 0,016 0,452
Pilot_2h_14 84,52 14,06 342,05 0,009 0,432
Pilot_2h_15 83,30 11,62 152,47 0,006 0,426

* Dados dos ensaios fermentativos em escala Piloto em Scale-up.

Os valores encontrados para Ypss foram, em alguns ensaios, semelhantes aos

valores encontrados nos cultivos em escala piloto, conforme podemos observar no

grafico apresentado na Figura 4.2.
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Comparativo entre os Yp/S dos ensaios fermentativos em escala Piloto e
Industrial

0,450

0,440
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0390 e  —

Yo/s

= Médias Indculo 2@4% u Médialnoculo 5@7%  Médialnoculo 7@9% = Médialnéeulo 9@11%  Médialndculo 11@14%
= Fast-2h_12,5  Fast-2h_13 u Fast-2h_14 Fast-2h_15

Figura 4.2. Valores médios de Yp/s calculados nos ensaios em escala piloto e industrial.
Os valores de Ypss obtidos nos diferentes ensaios estiveram entre 0,4113 ¢
0,4493, ou seja, entre 80,5 e 87,9% do valor teérico. Os melhores rendimentos foram
obtidos para os ensaios realizados empregando perfil de alimentagdo de mosto de 2
horas e indculo com concentracdo na faixa de 14 a 15 % base imida.
A Figura 4.3 apresenta o resultado comparativo entre a concentragdo de indculo

utilizada e o tempo de fermentagdo nos diferentes perfis de alimentagao.

Comparativo entre concentrag¢do do inéculo x tempo de fermentagdo nos
diferentes perfis de alimentagdo

12,00 12,00

10,00

/\ 10,00
8,00 \ 8,00
2 6,00
4,00 4,00
2,00 2,00
0,00 T T T

0,00

Tempo de fermentaggo (h)
o
)
3

Concentragdo do Inéculo (%)

Média2h Médiadh MédiaSh Média6h

Perfil de alimentagdo

= Tempo fermentagdo (h) —>—Inéculo (%)

Figura 4.3. Comparacao entre os perfis de alimentacao e as médias de resultados para a
concentracdo do indculo e tempo de fermentagao.
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Pela Figura 4.3 observa-se que a concentragao do indculo exerce uma maior
influéncia no tempo de fermentacdo. Vazdes de alimentacdo altas combinadas com
concentragdes baixas de inoculo remetem a tempos de fermentacao elevados. Por outro
lado, vazdes lentas e concentragdes de inoculo baixas produzem também tempos de
fermentagdo elevada. O melhor resultado foi obtido quando se utilizou um perfil de
alimentagdo de 5 horas e inéculo com concentragdo em torno de 11,5 % em base umida.

A Figura 4.4 apresenta um grafico comparativo entre a produtividade e
rendimento (eficiéncia) em etanol para os diferentes perfis de alimentagdo de mosto

(tempo de alimentagdo).

Comparativo entre Produtividade Etanol x Rendimento Etanol para os
diferentes perfis de alimentagdo

12,00 88,00
11,25

87,52,
87,00
- \

86,00

85,00

84,00
4,58 B 83,86 d

83,00

Produtividade em Etanol (kg/mA7/h) e Inéculo (%)
@
8
Rendimento em Etanol (%)

82,00

0,00 81,00
Média2h Média4h MédiaSh Média6h

= inéeulo (%) Produtividade Etanol (kg/m3/h)

Rendimento Etanol (%)

Figura 4.4. Grafico comparativo entre os perfis de alimentacao e as médias dos
resultados para a concentragdo do indculo, produtividade em etanol e rendimento
(eficiéncia) fermentativo.

Observa-se pela Figura 4.4 que o melhor resultado em relagdo ao rendimento
(eficiéncia) em etanol foi obtido com o perfil de alimentacdo do mosto em 5 horas e
utilizando concentragdo de indculo de 11,25% v/v (base umida). Por outro, lado, quando
se considera a produtividade em etanol observa-se pequena variacdo (6,98 a
7,4 Kgeuno/m’/h) entre os diferentes perfis de alimentagio do mosto ¢ mesmo quando
alta concentragdo de inoculo foi utilizada. A partir dos ensaios realizados, nas condig¢des
avaliadas, a condi¢do sub-0tima para a producdo de etanol ¢ dada através da
alimentagdo do mosto em 5 horas empregando concentragdo de indculo de 11,25% base

umida.
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4.1.3. Comparacio dos Resultados obtidos em Escala Piloto e Industrial

A Figura 4.5 apresenta uma compilacdo dos resultados do rendimento
(eficiéncia) e produtividade em etanol nos diferentes perfis de alimentagdo para os

ensaios realizados em escala piloto e industrial.

Comparativoentre osr de dii oF ivo e Produtividade em Etanol nos
diferentes perfis de alimentagdo - Escala Piloto e Industrial
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6,00 h 83,86 I — — — ]
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Produtividade em Etanol (kg/mA*/h) e Inéculo (%)
Rendimento Fermentativo (%)
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Perfil de Alimentagdo (h)

—Produtividade Etanol (kg/m"3/h) Inéeulo (%) Rendimento Etanol (%)

Figura 4.5. Grafico comparativo entre os perfis de alimentagdo ¢ as médias dos
resultados para a concentragdo do indculo, produtividade em etanol e rendimento
(eficiéncia) fermentativo para as escalas piloto e industrial.

A partir da analise da Figura 4.5 depreende-se que os ensaios em escala piloto
(Pilot 2h 12,5 a Pilot 2 h 15) foram fortemente influenciados pela concentragdo do
indculo, ou seja, concentragdes maiores resultaram em rendimentos (efici€ncia) e
produtiva mais elevados. A de se observar que todos os testes realizados na escala piloto
utilizaram o mesmo perfil de alimentacdo (2 horas). Para os ensaios conduzidos na
dorna industrial (Média 2h a Média 6h), a condi¢dao sub-6tima foi encontrada para os
ensaios realizados com o perfil de alimentacdo do mosto em 5 horas e utilizando
concentragdo de inoculo de 11,25% base imida (conforme ja discutido anteriormente).

A analise conjunta dos ensaios realizados em escala piloto e industrial sugerem
que novos testes industriais sejam realizados utilizando um perfil de alimentagdo do
mosto de 2 horas e concentragdo inicial de indculo de 15% base imida. Este teste
servira para confirmar os resultados obtidos na escala piloto.

Os graficos das Figuras 4.6 e 4.7 apresentam o perfil da “produtividade
especifica de etanol” (Prodp/Yps/Cs) obtida nos testes realizados em escala piloto e

industrial, respectivamente. Ressalta-se que para os testes em escala piloto a
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concentragdo de substrato (CS) foi constante ao longo do tempo. J4 para os ensaios na
dorna industrial foi considerada a concentrag@o inicial de substrato no mosto (tempo

zero) como sendo constante ao longo do tempo (por falta de outra medida).

Prod/(Yps*Cs) - Ensaios em escala piloto

Prod/(Yps*Cs) - (h-1)

1257 12.47 12.47 12.44 12.65 12.65 12.83 12.83 14.36 14.03 14.03 14.05 15.08 15.08 15.14 15.14

Inéculo

B Prod/Yps/Cs  ===% Polinémio (Prod/Yps/Cs)

Figura 4.6. Grafico da “produtividade especifica de etanol” obtida nos testes realizados
em escala piloto.

Prod/(Yps*Cs) - Ensaios na Dorna Industrial

Prod/(Yps*Cs) - (h-1)

197 2.02 2.06 2.16 2.82 2.94 2.99 3.00 3.15 3.29 3.63 6.76 6.83 6.94 7.38 8.61 8.79 8.83 9.69 10.3310.4810.8911.1211.4912.2212.4712.50

Inéculo

W Prod/Yps/Cs === Polindmio (Prod/Yps/Cs)

Figura 4.7. Grafico da “produtividade especifica de etanol” obtida nos testes realizados
em escala industrial.

A partir dos resultados obtidos, observou-se um aumento na “produtividade

especifica de etanol” em funcdo da concentracdo de indculo, para os ensaios em escala
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piloto (Figura 4.6). Nos testes em escala industrial, a “produtividade especifica de
etanol” passou por um ponto de maximo na faixa de concentragio de indculo de 9% em
base umida (Figura 4.7). Contudo, quando se utilizou indculos com concentracdes mais
elevadas (da mesma ordem de grandeza daqueles utilizados em escala piloto) obteve-se
um incremento na produtividade especifica em etanol. Este fato corrobora a necessidade

de se avaliar as condic¢des estudas na escala piloto em escala industrial.

4.2. Modelagem Matematica do Processo
Foram realizadas simulacdes empregando o modelo 1 e o modelo 2 utilizando

dados experimentais obtidos na escala piloto e industrial.

4.2.1. Simulacoes com o Modelo 1
A Tabela 4.6 apresenta os parametros cinéticos empregados nas simulagdes

realizadas com o modelo 1.

Tabela 4.6. Parametros empregados na simulagao do modelo 1.
Hmax (h) 0,341
Ks (g/L) 3,04
Yexi (g/g) 0,437
Kp (g/L) 1,21
Kp (h-1) 0,0083
ki O 2,17
ka () 0,55
n(-) 1
Yus (g/8) *
Yois (g/2) *

* proveniente do balanco de massa de cada teste.

A Figura 4.8 apresenta os resultados simulados pelo modelo 1 para ensaio
realizado com vazio de suplementagio de mosto de 155 m’/h durante 2 horas e
concentracdo inicial de ART no mosto de 17,26%. A concentragdo inicial de inoculo
empregada neste teste foi de 48,9% v/v (base umida). Observa-se um bom ajuste do
modelo aos dados experimentais. Os valores experimentais, de Yx/s € Ypss, calculados

para este teste foram 0,08 e 0,42, respectivamente. Nesta simulacdo o valor empregado
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para o coeficiente de rendimento Y, foi 0,41. Esta pequena alteracdo foi necessaria

para que o valor final simulado da concentragdo de etanol se ajustasse ao experimental.
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Figura 4.8. Valores experimentais e simulados pelo modelo 1 para o teste
600 _gpl 2h 02. (A) Concentracdo celular (% base umida); (B) Volume da dorna; (C)
Concentragdo de ART (%); (D) Concentragéo de etanol (° GL).

A Figura 4.9 apresenta o resultado simulado pelo modelo 1 para ensaio realizado

com vazdo de suplementa¢io de mosto de 77,55 m’/h durante 4 horas (concentragio

inicial de ART no mosto 18,20%). A concentragdo inicial de indculo empregada neste

teste foi de 48,9% (base tmida). Observa-se um bom ajuste do modelo aos dados

experimentais. Os valores experimentais, de Yxs € Yps, calculados para este teste

foram 0,11 e 0,43, respectivamente.
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Figura 4.9. Valores experimentais e simulados pelo modelo 1 para o teste
800 gpl 4h 01. (A) Concentragdo celular (% base tmida); (B) Volume da dorna; (C)
Concentragdo de ART (%); (D) Concentragio de etanol (° GL).

A Figura 4.10 apresenta os resultados simulados pelo modelo 1 para ensaio
realizado com vazdo de suplementagio de mosto de 155 m’/h durante 2 horas e
concentracdo inicial de ART no mosto 17,85%. A concentragdo inicial de inoculo
empregada neste teste foi de 14,2% v/v (base umida). Os valores experimentais, de Yxs
e Ypss, calculados para este teste foram 0,04 e 0,41, respectivamente. Na simulacido o
valor do coeficiente Yx/s foi ajustado para 0,08. Mesmo assim, os valores simulados
para a concentracdo celular e de substrato ndo se ajustaram aos dados experimentais.
Contudo, o modelo forneceu uma boa simulagdo para os valores da concentragdo

celular. Este teste teve uma duragédo de 13 horas.
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Figura 4.10. Valores experimentais e simulados pelo modelo 1 para o teste
200 gpl 2h 01. (A) Concentragao celular (% base umida); (B) Volume da dorna; (C)
Concentragdo de ART (%); (D) Concentragio de etanol (° GL).

4.2.2. Simula¢des com o Modelo 2

Os mesmos experimentos foram utilizados para simulagdo empregando o

modelo 2. A Tabela 4.7 apresenta os valores dos pardmetros empregados nas

simulagoes.

Tabela 4.7. Parametros empregados na simulagao do modelo 2.
K (gL) 4,1
my (h™) 0,10
m, (b " 0,1
n(-)" 1
m (-) 1

" Valores obtidos de ATALA et al. (1998)
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Os demais parametros do modelo foram determinados a partir das equacdes
(3.40) a (3.45) em funcao da temperatura média do teste realizado.

A Figura 4.11 apresenta os resultados simulados pelo modelo 2 para ensaio
realizado com vazio de suplementacio de mosto de 155 m’/h durante 2 horas e
concentra¢do inicial de ART no mosto 17,26%. A concentragdo inicial de indculo
empregada neste teste foi de 48,9% v/v (base imida). A temperatura média medida no
interior da dorna ao longo do teste foi de 33 °C. Observa-se um bom ajuste do modelo
aos dados experimentais da concentracdo celular e de ART ao longo da “batelada”.

Contudo, o modelo superestimou o valor da concentracdo de etanol ao final do ensaio.
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Figura 4.11. Valores experimentais e simulados pelo modelo 1 para o teste
600 _gpl 2h 02. (A) Concentracdo celular (% base umida); (B) Volume da dorna; (C)
Concentragdo de ART (%); (D) Concentragéo de etanol (° GL).
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A Figura 4.12 apresenta os resultados simulados pelo modelo 2 para ensaio
realizado com vazdo de suplementagio de mosto de 77,55 m’/h durante 4 horas e
concentragdo inicial de ART no mosto 18,20%. A concentragdo inicial de indculo
empregada neste teste foi de 48,9% v/v (base imida). A temperatura média medida no
interior da dorna ao longo do teste foi de 33 °C. Neste teste observa-se um bom ajuste

do modelo aos dados experimentais.
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Figura 4.12. Valores experimentais e simulados pelo modelo 1 para o teste
800 gpl 4h 01. (A) Concentragdo celular (% base tumida); (B) Volume da dorna; (C)
Concentragdo de ART (%); (D) Concentragdo de etanol (° GL).
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A Figura 4.13 apresenta os resultados simulados pelo modelo 2 para ensaio
realizado com vazdo de suplementagio de mosto de 155 m’/h durante 2 horas e
concentragdo inicial de ART no mosto 17,85%. A concentragdo inicial de indculo
empregada neste teste foi de 14,2% v/v (base timida). A temperatura média medida no
interior da dorna ao longo do teste foi de 34 °C. Neste teste 0 modelo ndo forneceu uma
boa simulagdo para os valores da concentragdo celular, de substrato e superestimou a
concentracdo de etanol ao final do processo. Contudo, o resultado pode ser considerado

satisfatorio, haja visto que o modelo foi capaz de apresentar a tendéncia do processo.
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Figura 4.13. Valores experimentais e simulados pelo modelo 1 para o teste
200 gpl 2h 01. (A) Concentragao celular (% base imida); (B) Volume da dorna; (C)
Concentragdo de ART (%); (D) Concentragéo de etanol (° GL).
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos através dos experimentos realizados na escala
industrial e piloto pode-se concluir que:
a. com o aumento da concentragdo do inoculo houve um incremento na produtividade
em etanol;
b. ha um ponto 6timo para concentracdo de inoculo, concentragdo de substrato (ART)
e produtividade em etanol;
c. diferentes sef-ups para o processo fermentativo podem ser utilizados, a partir dos
resultados obtidos, com o objetivo de maximizar producdo de etanol ou maximizar a

producdo de células (levedura).

A partir dos resultados da combinagdo entre a escala industrial e a escala piloto
pode-se concluir que:
a. o aumento na concentragdo do indculo resultou em aumento de produtividade em
etanol;
b. a concentragdo do in6culo e produtividade em etanol sdo diretamente proporcionais
(correlagdo positiva);
c. ha possibilidade de se empregar set-ups da fermentagdo industrial utilizando
diferentes concentragdes de inoculo e diferentes concentragdes de substrato (ART) com
0 objetivo de maximizar produtividade em etanol e rendimento (eficiéncia) da

fermentagao.

Os resultados da modelagem e simulagdo do processo indicaram que os dois
modelos matematicos foram capazes de representar, satisfatoriamente, o processo
(ajustaram-se aos dados experimentais) nas condigdes experimentais avaliadas. O
modelo 1 foi o que apresentou melhores resultados.

Em fungdo dos resultados, o modelo poderia ser utilizado para controle do

processo fermentativo.
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