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RESUMO

A fermentacdo com alta concentracao de acucar (VHG, very high gravity) € um tema
recorrente, porém a maior dificuldade é vencer a inibicdo que o etanol produzido,
como consequéncia da alta concentracao de acgucar, exerce sobre as varias cepas
de levedura. Na fermentacédo alcodlica em VHG, a levedura esta sujeita a varias
situacdes de estresse, tais como a pressao osmoética devido a alta concentracdo de
acucar e ao etanol gerado na fermentacdo. A situacdo de alta concentracao inicial
de acucar pode ser contornada operando em batelada alimentada, numa situacao
em que a alimentacdo do mesmo se da de uma forma controlada, de forma a ndo se
atingir no reator uma concentracdo em situacao de inibicdo pela alta concentracéo
de substrato. Também em operacdo em processo de fermentacdo continua é
possivel trabalhar com alta concentragcdo de acUcar na alimentagcdo e uma
concentracdo relativamente baixa no reator. Assim, o principal gargalo em um
processo de fermentacao alcodlica industrial em condi¢cfes de VHG € a inibicao pelo
etanol, que limita o rendimento e a produtividade. Visando diminuir o efeito da forte
inibicdo pelo etanol, as linhas de pesquisa mais estudadas em termos de processo
tem sido a remocdo do etanol a medida que ele é produzido e avaliacdo das

condicBes de processo.

Palavras chave: etanol, biocombustiveis, VHG.



ABSTRACT

High-gravity (VHG) fermentation is a recurring theme, but the greatest difficulty is to
overcome the inhibition that the ethanol produced as a consequence of the high
sugar concentration exerts on the various strains of yeast. In alcoholic fermentation
in HGV, the yeast is subject to several stress situations, such as the osmotic
pressure due to the high concentration of sugar and the ethanol generated in the
fermentation. The situation of high initial sugar concentration can be circumvented by
operating in a fed batch, in a situation in which the feed is given in a controlled way,
so that a concentration in the inhibitor is not reached by the high concentration of
substrate. Also in operation in continuous fermentation process is possible to work
with high sugar concentration in the feed and a relatively low concentration in the
reactor. Thus, the main bottleneck in an industrial alcoholic fermentation process
under HGV conditions is inhibition by ethanol, which limits yield and yield. In order to
reduce the effect of the strong inhibition by ethanol, the most studied research lines
in terms of process have been the removal of ethanol as it is produced and

evaluation of the process conditions.

Key words: ethanol, biofuels, HGV.
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1. Introducéo

1.1. Biocombustiveis Ha tempos é discutido a substituicdo dos combustiveis fosseis
(carvdo mineral, petrdleo e gas natural), pois sdo provenientes da queima de
recursos naturais ndo renovaveis, em que o gas carbdnico (CO2) & o principal
colaborador para o aumento do efeito estufa, e consequentemente, o aquecimento
global gerando grandes impactos no meio ambiente. No mundo atual, os paises tem
buscado fontes de energia limpa devido a esta questdo de mudanca climética
(BIOBLOG, 2018). Uma possibilidade de reduzir o langamento de substéancias
poluentes na atmosfera é a utilizacdo de biocombustiveis. Além disso, 0 aumento no
preco do petréleo impulsiona o0 uso do biocombustivel, como uma opcao de energia
renovavel e menos poluente. Na producdo dos biocombustiveis sdo utilizadas as
matérias-primas de origem vegetal, tais como, o milho, a cana-de-acUcar, 0s cereais,
as beterrabas e as plantas oleaginosas. O biodiesel e o etanol s&o os principais
biocombustiveis utilizados no Brasil (BIOBLOG, 2018). Além disso, o biocombustivel
€ uma fonte de energia gerado pelo processo de fotossintese, onde a energia do sol
€ capturado e transformado em biomassa que pode ser queimado para produzir
energia (BNDES,2008). No primeiro semestre de 2018, o consumo médio mensal de
2.2 bilhdes de litros de etanol pelos carros flex evitou a emissdo de 32 milhdes de
toneladas de didxido de carbono na atmosfera, um recorde em 15 anos. Nestes
altimos 15 anos, o uso do biocombustivel ja acumula uma reducdo superior a 480
milhdes de toneladas de dioxido de carbono, gas responsavel pelo aquecimento
global (UNICA,2018). 1.2. Etanol No ano de 1920, o etanol inicia a sua
comercializacdo no Brasil, porém somente apos a implementacdo do Programa
Nacional do Alcool permitiu o investimento do setor privado. Mas nesse periodo o
programa néo obteve sucesso, pois a producdo interna do petréleo aumentava,

enquanto seu preco internacional reduzia, levando a queda na producdo de etanol.



Apenas em 2003, a crescente producao de etanol se concretizou com o langamento
de veiculos flex (BIOBLOG,2018). O etanol da cana-de-agUcar mostrou, até agora,

ser 0 mais competitivo pelas seguintes razdes:

* Reducdo de GEE (gases de esfeito estufa) em 84% (em termos de volume),
enquanto o etanol produzido a partir do milho reduz as emissdes de GEE em 30% e
tanol de beterraba em 40%.

* O custo de produgéo é menor que o milho em 60% e em 75% menor em relagéo a
producao a partir da beterraba.

» O rendimento em litros de etanol por hectare (64701/ha) € significativamente maior
do que o rendimento do milho ( 41801/ha) ou beterraba ( 55001/ha). O etanol é
produzido a partir da cana-de-acucar por um processo simples de fermentacdo do
suco. Os talos sdo esmagados para extrair 0 suco e o bagaco restante é queimado
para originar eletricidade para operar a usina e o excedente dessa eletricidade é
vendida. Pesquisas atuais visam melhorar o processo de conversdo da biomassa
em etanol e reduzir o custo de producéo. O rendimento da fermentacao é sensivel a
diversos fatores, como 0 excesso de temperatura, auséncia de vitaminas, variacoes
no pH, falta de nutrientes minerais, entre outros (BASSO; ALVES; AMORIM, 1996).
Dessa forma, muitos destes fatores tem sido trabalhados para o melhoramento do
processo fermentativo. Adicionalmente, tendéncias dos mercados internacionais
levaram a industria sucroalcooleira brasileira a direcionar o caldo de cana para a
cristalizacdo da sacarose e producédo de acucar. O desvio da cana para a producao
de acucar gerou a necessidade de suplementar o caldo disponivel com o melago
para a fermentacdo, o que resultou num estress adicional para a levedura, ja que
este faz aumentar drasticamente a tensdo osmoética dos meios fermentativos
(GIUDICI et al.,2005). A verdadeira inovagéo consistiria em conseguir concentrar o
processo mantendo a eficiéncia, ou seja, aumentar a concentracdo de acgucar nos
fermentadores sem diminuir a viabilidade das leveduras e mantendo o rendimento
de produgéo, dessa forma produzir mais etanol em menos tempo com 0 mesmo
volume de fermentagdo. Uma fermentagao desse tipo, com alta concentracdo de
acucar (High Gravity), e por consequéncia alta concentracdo de etanol, € uma
tecnologia que pode potenciar a produtividade, o rendimento e a capacidade
implantada das destilarias sem necessidade de grandes inventimentos (BASSO et

al.,2008). Fermentacdo VHG apresenta baixo consumo de energia e agua, e alta



produtividade anual de etanol, tornando-se uma tecnologia promissora para a
industria de etanol. Sob condicdes de VHG, a levedura encontra varias tensdes
induzidas por altas concentracdes de dextrina, resultando em fermentacéo lenta do
etanol e utlizacdo incompleta de acucar. O oxigénio € necessario durante a
fermentacdo VHG, a fim de sintetizar &cidos graxos insaturados

para manter a integridade da membrana celular e ajudar as células a se adaptarem
aos efeitos negativos. Devido a caracteristicas anaerobica de fermentacédo, o exceso
de oxigénio no caldo ira redirecionar a via metabdlica para a formacdo de biomassa
e portanto menor rendimento de etanol para aclUcar. Logo, o oxigénio dissolvido
deve ser regulado com precisao (BOLETIM DCR,2014). Entre muitos
microorganismos que foram explorados para a producdo de etanol, a
Saccharomyces cerevisiae € 0 microrganismo que ainda permanece como a
principal espécie a ser utilizada em grande escala para fermentacédo e producédo do
bioetanol devido a sua capacidade de fermentar uma vasta gama de acucares e
desenvolver os mecanismos adequados para lidar com as condicdes de estresses
encontrados nos processos de VHG (BAI et al., 2008). 2. Producdo de etanol
brasileira/mundial 2.1 Producgéo Brasileira O automdével foi uma das invengdes mais
impressionantes que mudou o estilo de vida da humanidade. Os primeiros carros
foram projetados para funcionar com etanol. No entanto, devido a descoberta de
novos campos de petroleo, sua abundancia e precos baixos no inicio do século XX,
0s motores estavam sendo modificados, dando preferéncia para combustiveis a
base de petréleo. Entéo, a gasolina tornou-se a principal op¢cdo de combustivel para
carros em todo o mundo (POTTER NI,2008). No entanto, com a crise do petréleo de
1970, o governo brasileiro langou o programa “Proalcool” em 1975, com o objetivo
de reduzir a dependéncia do pais das importagdes de petréleo. Na primeira fase do
programa, o etanol foi adicionado a gasolina. Em 1980, a producao de veiculos leves
movidos a etanol atingiu 95% de toda a frota produzida no Brasil. Aumentando o
consumo de etanol e reduzindo significativamente a dependéncia do petrdleo
(BIODISELBR,2008). A principal forma de extracdo de etanol no Brasil € a partir do
processo fermentativo da cana-de-acucar, o que torna o Brasil o maior produtor
mundial de cana. Um decreto foi criado determinando a mistura de alcool anidro a
gasolina, sendo a fragcdo de etanol anidro cerca de 27 % (NOVA CANA,2018). O

Brasil tem varias vantagens no cenério de producdo de biocombustivel, sendo uma



delas devido ao seu extenso e vasto territorio, também € favorecido na posicédo

geografica, recursos hidricos abundantes e intensa radiagdo solar todo o ano por

situar-se na faixa tropical e subtropical do planeta (BIODISELBR,2008).

A Figura 1 apresenta a produgao de cada estado.
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Figura |: Produgdo da safra 2011/2012. Fonte: adaptado de Unica (2018)

2.2 Produgao Mundial



No ano de 2011, foram produzidos 107,5 bilhGes de litros de biocombustiveis (86,1
bilhdes de etanol e 21,4 bilhdes de biodiesel), um valor que representa 2% de
crescimento em relacdo ao ano de 2010 (105 bilhdes de litros, sendo 86 bilhdes de
litros de etanol e 19 bilhdes de litros de biodiesel). Os dez maiores produtores
mundiais representam 93,7% de toda producdo. No entanto, Estados Unidos e
Brasil, os dois maiores produtores, apresentam 77,3% da producao total de
biocombustiveis do mundo. Além desses dois lideres, podemos destacar o Canada
que utiliza o trigo e o milho; a China utiliza a mandioca, sorgo e milho (BOLETIM
DCR,2012). Os Estados Unidos produzem etanol de milho e é o maior produtor do
mundo com a producéo de 50 bilhdes de litros por ano (CANAL BIOENERGIA,2016).
Nas usinas norte- americanas, na maioria dos casos o milho € moido até ser
transformado em farinha, apds este processo sdo adicionadas agua e enzimas,

assim sendo obtida uma pasta que passa por fermentacdo até gerar o alcool

Tailandia 1,00%
Espanha 1,10%
\

Indonésia 1,30%
China 2,10% 6,30%

Franga 2,50%
Argentina 2,80%

Alemanha 3,70%

Figura 2- Os dez pnincipais produtores mundiais de etanol, 201 1. Fonte: adaptado de DCR. 2012.

(BIOBLOG,2017). Na Alemanha, o etanol é produzido a base de beterraba
acgucareira, atingindo em 2013 uma producgéo aproximada de 852 milhGes de litros



de etanol (NOVACANA,2014). Na Figura 2 a seguir pode-se observar os dez

maiores produtores mundiais de etanol:

3. Processo fermentativo industrial

3.1 Bioquimica da fermentacdo Em todo bioprocesso industrial o reator € um
equipamento fundamental, pois nele ocorre as transformacdes bioquimicas até a
obtencdo do produto final da fermentacdo. A transformacdo da matéria-prima em
alcool é efetuada por microrganismos, usualmente a leveduras da espécie
Saccharomyces cerevisiae, por meio da fermentacédo alcoodlica. O sucesso de um
processo fermentativo depende de varios fatores, sendo um deles a forma de
conducdo do processo, para isso € extremamente importante que se inocule no
mosto uma quantidade de leveduras capaz de converter os acglcares em alcool e
gas carbbnico, dentro de determinadas condi¢cdes. Este conjunto de microrganismos
recebe o nome de pé-de-cuba ou simplesmente fermento (AGEITEC,2018). A Figura
3 ilustra um esquema simplificado do caminho metabdlico da fermentacao alcodlica.
Em primeiro lugar, a sacarose é convertida em glicose e frutose na reacdo de
hidrélise catalisada pela enzima invertase. Consequentemente, glicose e frutose sédo
convertidos em piruvato. Cada molécula de piruvato é convertida a acetaldeido em
uma reacdo de descarboxilacdo através da acdo da enzima Piruvato Descarboxilase
gue gera uma molécula de CO2. Esse acetaldeido é reduzido a etanol a partir da
enzima alcool desidrogenase. A fermentacdo produz também biomassa celular e

outros produtos como o glicerol e acidos organico (RODRIGUES et al., 2018).
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Figura 3 - Via metabolica simples da alcoolizagio na levedura Saccharomyces cerevisiae. Fonte: Rodrigues ¢t
al., 2018.

3.2 Processo fermentativo genérico E mostrado na Figura 4 um processo de
producéo genérico do etanol a partir da cana de acucar. ApGs a cana de acgUcar ser
cortada, ela é levada rapidamente para a usina com a finalidade de evitar
desperdicio de sacarose. Chegando na usina a cana é lavada para a retirada de
impurezas, e segue para 0 preparo e extracdo. A extracdo do caldo é feita por um
conjunto de rolos trituradores, apés essa etapa o caldo contendo sacarose é
separado do bagaco. O bagaco é transportado para as caldeiras, onde é queimado
para gerar vapor. Esse vapor gerado é usado como combustivel para todo o
processo produtivo. Parte da energia elétrica gerada pode ser vendida para outras
industrias. O caldo extraido passa por um tratamento quimico e apOs estar
completamente puro é levada para as dornas de fermentacdo. O tempo de
fermentacdo dura em torno de 6 a 8 horas. Ao terminar a fermentagéo, o teor médio
de alcool nestas dornas é de 7% a 10%, e a mistura recebe o nome de vinho
fermentado. Apds essa etapa, o vinho fermentado € aquecido nas colunas de
destilacdo, onde ocorre a separacdo do etanol hidratado da vinhaga. A vinhaca
retirada em uma proporcdo aproximada de 13 litros para cada litro de alcool

produzido, € constituida principalmente de agua, sais solidos em suspensédo e



sollveis e é utilizada como fertilizante. (NOVACANA,2018) Na Figura 4 € mostrado o

processo fermentativo genérico para obtencéo de alcool a partir da cana de agucar.

Torta de il

Evaporacio

Figura 4: Processo fermentativo genérico. Fonte Scabra(2008)

3.3 Processo batelada A operagdo da fermentacdo em batelada ou processo
descontinua ocorre inicialmente quando o mosto é adicionado a dorna e entdo é
inoculada com microrganismos e incubada. No decorrer do processo nada é
adicionado, exceto oxigénio na forma de ar. Igualmente nada é retirado, exceto
gases que nao foram gastos. Assim o volume do reator permanece constante.
Terminada a fermentacédo, descarrega-se a dorna, e o0 meio fermentado segue para
os tratamentos finais. Ao final do processo deve-se lavar as dornas e esteriliza-la
antes da proxima fermentacdo. O tempo de enchimento da dorna é um paréametro
extremamente importante, pois € ele que diferencia a fermentacao batelada simples
da fermentacdo batelada alimentada. Esta fermentacdo pode levar a baixos

rendimentos e/ou produtividades, quando o substrato é adicionado de uma sé vez no



inicio da fermentacao, pois pode formar produtos indesejaveis (CNPEM,2017). 3.4
Processo batelada alimentada O processo fermentativo em batelada alimentada ou
Melle-Boinot, é o mais utilizado nas destilarias do Brasil, sendo caracterizado pela
recuperacdo da levedura através da centrifugacdo do vinho. O mosto € alimentado
na dorna de fermentacdo, que ja esta preenchida com uma suspenséao de levedura.
A fermentacdo do mosto ocorre durante a alimentagdo da dorna e continua pelo
processo batelada até completar as conversdo dos acucares. O tempo de
enchimento leva em torno de 5 horas, ja o tempo total de fermentacéo pode levar em
torno de 8 a 13 horas. Apds esse tempo o vinho € levado para a centrifuga, o vinho
centrifugada é levado as colunas de destilacdo e a levedura recuperada € tratada
com diluicdo de agua e adicdo de acido. Posteriormente a levedura tratada retorna
as dorna para iniciar uma nova fermentacdo (OLIVEIRA, 2010). A seguir € mostrado

na Figura 5 um fluxograma simplificado do processo batelada alimentada:

acido 4qua
mosto
Leite de Vinho
leveduras  delevedurado
(x]
Dorna
Reciclo
de
células

Tanque
Equakzador

|

Trocador de calor

Vinho para destilacdo

Figura 5. Fluxograma do processo batelada alimentada,

3.5 Processo continuo



Os processos continuos estdo sendo pesquisados no pais a cerca de 30 anos e
baseia na alimentacéo e retirada do mosto com uma vazéao constante, de modo que
a o0 volume seja mantido constante (CNPEM, 2017). O mosto e a levedura séo
misturados na primeira dorna e passara de forma continua para as demais dornas
até que todos os acgUcares tenham sido consumidos durante o processo. O vinho
fermentado que sai da Ultima dorna é enviado para a centrifuga, onde o leite de
levedura é tratado (CNPEM, 2017). Esse tratamento passa inicialmente por uma
diluicho com agua e apos recebe a adicdo de acido até atingir o pH de 2,0 a 3,0.
Assim o fermento tratado é enviado para a primeira dorna para iniciar uma nova
fermentacdo (MAGALHAES, 2007). Ja o vinho centrifugado é enviado para a coluna
de destilacdo. E mostrado na Figura 6 a seguir um processo continuo com dornas

ligadas em série e com reciclo de células. C

COj pusificado
mosto
i < igua
icide igua
v s l .
| | | “l | Centrifugagio
Tratamento do fermento B> Destilagio

Figura 6. Processo continuo com dornas ligadas em série. Fonte; Magalhdes, 2007,

4. Fatores que afetam a fermentacdo alcoolica Diversos fatores fisicos, quimicos e

microbiolégicos afetam o rendimento da fermentacéo e a eficiéncia da converséo de



acucar em etanol. Esses fatores sio referidos como ‘estresse' da levedura. Entre os
principais fatores que afetam a producdo de etanol destacam- se: temperatura,
tempo de alimentacdo do substrato, concentracdo de inoculo, pH, contaminacéo
bacteriana, nutrientes, e inibidores (LIMA, BASSO, AMORIM, 2001).

Altas concentracdes de acucar no inicio e altos niveis de etanol no final da
fermentacdo expdem as leveduras a estresses fisioldgicos, e para iSso € necessario
a utilizacao de linhagens robustas, que mantenham a viabilidade celular e vitalidade
fermentativa durante os ciclos fermentativos. Além do estresse osmatico e etanoico,
as leveduras sdo submetidas a outros tipos de estresses, incluindo lavagens com
acido, contaminag¢do com outros microrganismos, auséncia de nutrientes no meio e
temperatura elevada. Consequentemente o estado fisiolégico e a performance
fermentativa das leveduras podem se alterar e ndo permanecer constantes durante
os varios ciclos de fermentacdo. O aumento dos niveis de trealose, glicogénio e
glicerol também sdo caracterizados como respostas ao estresse sofrido pela
levedura (BLIECK et al., 2007; DING et al., 2009; ZHAO e BAI, 2009, LOPES, M. L.
et al, 2016). A Figura 7 é uma ilustracdo das condicdes estressantes vivenciadas por
células de leveduras sob condic¢des industriais de fermentagéo alcodlica.
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Figura 7 - Fatores de estresse que afetam as células de levedura em fermentacdes
industriais para producdo de etanol e mecanismos comuns de defesa da célula
baseados em trealose, glicogénio, acido succinico e glicerol (LOPES, M. L. et al,
2016- modificado). 4.1 Temperatura O controle da temperatura € um fator de grande
importancia durante o processo de fermentacéo, pois a levedura trabalha bem entre
temperaturas de 25°C e 30°C. Valores de temperatura acima destes citados podem
gerar enfraguecimento da levedura, criar boas condigBes para 0 aparecimento de
outros microrganismos e ocasionar maiores perdas de alcool por evaporacéo, ja
temperaturas inferiores a 25° C diminuem a atividade da levedura (CARDOSO,
2006). A velocidade de conversao de acglcares em etanol aumenta a medida que a
temperatura do mosto aumenta, porém pode também propiciar o desenvolvimento

de contaminacao bacteriana (LIMA et al. 2001). Quando aumenta a concentracdo de



acucar, deve-se diminuir a temperatura, a fim de evitar quedas na viabilidade devido
ao aumento da quantidade de etanol produzido pelas células de levedura. Assim, é
recomendado diminuir a temperatura para minimizar a mortalidade celular e manter
niveis elevados da producao de etanol, quando a temperatura esta aumentando no
reator industrial (LALUCE, et al., 2009). Conforme Lima et al.(2009) “A temperatura é
indiscutivelmente um dos parametros mais importantes que afetam a fermentacéo,
ela influencia no metabolismo da levedura e na producdo de compostos volateis. O
tratamento térmico mostra-se eficiente e conveniente, pois além de destruir
microrganismos o calor ainda inativa enzimas que podem causar a deterioracdo do
alimento durante a estocagem. A literatura cita varios tratamentos térmicos utilizados
e recomendados para a fermentacao alcoodlica de forma positiva, ou seja, utilizados

para o controle dos fatores negativos da fermentagao para obtencao do etanol.”

4.2 Contaminacdo bacteriana Desde que a fermentacao industrial, pela dimensao
do processo nédo € conduzida em condi¢cdes de completa assepsia, a contaminacao
bacteriana, principalmente de Lactobacillus e Bacillus, estd sempre presente e,
dependendo de sua intensidade, compromete o rendimento do processo
fermentativo. As altas temperaturas de fermentacdo favorecem a contaminacéo
bacteriana, o aumento do tempo de fermentacdo e o estresse da levedura. A
contaminac@o bacteriana associa-se ao aumento da formacdo de acido lactico e,
considera-se, na industria, que essa contaminacdo € o principal responsavel pelo
acidente da fermentacao alcodlica (LIMA et al., 2001) 4.3 Concentracao de inoculo
Para a obtencdo de fermenta¢des mais rapidas € necessario que as dornas tenham
maiores concentracdes de levedura, consequentemente, maior produtividade e
maior controle sobre as bactérias contaminantes, além de restringir o crescimento da
prépria levedura. No entanto, elevado teor de levedura exige maior consumo de
acucar para manter as células vivas. Como consequéncia, resultam em maior
competicdo pelos nutrientes do meio, minerais e vitaminas, diminuindo a efetividade
do fermento (LIMA et al., 2001). Tendo como proposito a redu¢do do crescimento
excessivo da levedura, simultaneamente a diminuicdo da formacao de glicerol e o
aumento do rendimento da fermentacdo, € recomendado a utilizacdo do acido
benzoico (LIMA et al., 2001). 4.4 pH O pH tem influéncia marcante nas fermentacdes
industriais, devido a sua importancia no controle de contaminacdo bacteriana, ao

seu efeito sobre o crescimento de leveduras, as taxas de fermentacdo e a formacao



de subprodutos (CALDAS; BOREM; SANTOS; 2012). As fermentacbes se
desenvolvem numa ampla faixa de valores de pH, sendo adequada entre 4 e 5. Nos
mostos industriais, em geral sdo encontrados valores de pH na faixa de 4,5 e 5,5. No
processo de fermentacdo com reutilizacdo da levedura, faz-se seu tratamento com
acido sulfurico em pH de 2,0 a 3,2, durante aproximadamente uma hora, objetivando
a reducdo da carga microbiana (LIMA et al.,2001). A fermentacdo alcodlica inicia
com valores de pH baixos, finalizando com valores de 3.5 a 4,0. Fermentacdes
conduzidas em meios acidos resultam em maiores rendimentos de etanol, pelo fato
de restringir o crescimento do fermento, com a consequente reducéo da producao
de glicerol, a0 mesmo tempo que reduz a contaminacdo microbiana (LIMA et al.,
2001). Uma das caracteristicas importantes para as leveduras industriais é a
tolerancia a acidez. Porém, valores muito baixos de pH, além de ocasionarem a
perda de nutrientes como nitrogénio e potassio, aumentam a sensibilidade ao etanol,
aos acidos organicos e ao SO2 (LIMA et al., 2001). 4.5 Alcool O efeito inibitorio do
alcool produzido por Saccharomyces cerevisiae durante a fermentacdo € complexo e
resulta no principal fator que desencadeia fermentacdo incompleta e
consequentemente diminuicdo no rendimento do processo. Portanto, o melhor
conhecimento do efeito de alcool sobre a levedura pode ser interessante para
melhorar a fermentacdo. O alcool retarda o crescimento da levedura, reduz
viabilidade e habilidade fermentativa (FERREIRA, 2002). Os fatores que influenciam
na sensibilidade do alcool (temperatura, aeracdo, composicdo do meio) agem direta
ou indiretamente sobre as propriedades da membrana plasmatica. Entretanto, o
alcool parece nao ter um efeito unico, provocando modificacdes nas propriedadesda
membrana lipidica e nos sistemas de transporte de soluto e agindo sobre algumas
enzimas (STECKELBERG, 2001). Algumas analises evidenciaram que O
crescimento celular ndo é inibido em concentragbes de alcool inferiores a 26 g/L,
mas é inibido totalmente quando a concentragdo de alcool atinge 68,5 g/L no meio
da fermentagcdo. Da mesma forma ao isolar leveduras de destilarias mostraram
inibicdo de suas atividades fermentativa em batelada simples a 30°C quando a
concentracdo de alcool no meio foi superior a 8%. Acima de 8% de alcool a

fermentacao ocorre de forma gradativamente reduzida (SOUZA, 2009).

5. Fermentacdo VHG As concentracdes iniciais de aclUcar empregadas em
fermentacdes alcodlicas podem ser classificadas em trés classes: concentracdes



normais (normal gravity, NG) até 180 g/L, concentracdes altas (high gravity, HG) na
faixa de 180 a 240 g/L e concentracées muito altas (very high gravity, VHG), acima
de 250 g/L. Sob condi¢cbes de VHG a alta pressdo osmoética pode ser um problema,
pois esta afeta negativamente o crescimento da levedura e a producédo de etanol,
poréem a severidade deste efeito depende principalmente da cepa usada
(PHUKOETPHIM et al. 2017; RIVERA et al. 2017). A fermentacéo alcoolica em VHG
pode reduzir o uso de energia no processo de destilacdo, reducédo do uso de agua,
reducdo da quantidade de residuo produzido e reducdo de gastos energéticos,
porém em tais processos pode resultar em estresse para a levedura, com perda de
viabilidade celular e decréscimo nas taxas de producdo de etanol e essa situacéo de
estresse pode ser mais ou menos intensa, dependendo da composi¢cdo do meio de
cultivo e condi¢des operacionais (BAI et al., 2004; BAI et al.,2008). O custo do
substrato de fermentacédo influencia significativamente a economia da producéo de
etanol. Na tecnologia de fermentacao VHG, além do menor investimento, custos de
operacédo e reducdo da demanda de energia, o uso de insumos econémicos pode

reduzir ainda mais os custos e melhorar a economia da producao de etanol.

5.1 Extracdo continua com remocao de CO2 para producdo de etanol A
fermentacao extrativa € um processo onde um produto inibitério € continuamente
removido do meio de fermentacdo. A remocao do inibidor possibilita vantagens
importantes para 0 processo como, por exemplo, 0 aumento da produtividade do
processo. Estudos tem mostrado que uma maneira eficiente de superar o problema
de inibicdo é combinar técnicas de separagcdo com fermentacdo, removendo etanol

do biorreator a medida que ele é produzido.

Souto (2009) define arraste com gas como qualquer processo de transferéncia de
massa em que a passagem de um determinado composto de uma fase liquida para
uma fase gasosa seja acelerada, forcando-se o contato do liquido com um gas que
nao contenha o composto que se deseja remover ou que, se 0 contiver, este esteja
em concentracdes muito baixas para que o processo de transferéncia ndo seja
prejudicado. De acordo com Park e Geng (1992) e Lu et al. (2012), o arraste gasoso
utilizado durante a fermentacdo € um método atraente para a producdo em larga
escala, devido a sua relativa simplicidade e a remocao seletiva de compostos
volateis em formas limpas que ndo estdo contaminados com material ndo volatil.

N&do remove o0s nutrientes do caldo e ndo prejudica as células durante a



fermentacdo. Além disso, para a producdo de etanol por fermentacdo é possivel
obter o gas de arraste (didéxido de carbono) a um custo zero. Além disso, o etanol
por ser um composto volatil, pode ser separado do caldo de fermentacdo por meio
do arraste gasoso. Essa técnica apresenta a vantagem de ndo necessitar fazer a
aquisicao de produtos caros como membranas ou solventes. Atualmente, o CO2
gerado nas dornas de fermentagéo é descartado sem ser utilizado pelas destilarias.
Assim, as usinas possuem a disposi¢cdo durante o periodo de processamento da
cana um grande volume de diéxido de carbono para ser empregado como gas de
arraste. H4 processos que geram fluxos de CO2 para a atmosfera e que ndo estédo
baseados na combustdo. Um deles é a emissdo de CO2 gerado durante o processo
de fermentacdo do acucar em etanol (IPCC, 2011). Depois de capturado, o CO2 é
separado de outros gases e enviado, através de linhas de tubulacdo (pipelines) ou
outro tipo de transporte, ao local de armazenamento onde serd armazenado longe
da atmosfera, por um longo periodo de tempo (BRAUNE et al., 2012). O sistema de
captura do gas fluente € um processo dominado pela industria e utilizado no projeto
devido ao fato de o CO2 proveniente da fermentacdo ter 99% de pureza. Na
fabricacdo do etanol, o mosto € fermentado nas dornas de fermentacdo
apresentando o diéxido de carbono como um dos produtos da reacdo. Nessa etapa
0 gas que sai do processo € lavado, pois, caso contrario, arrastaria para a atmosfera
certa quantidade de etanol evaporado, mantendo assim um ciclo de fabricagcdo mais
eficiente e o CO2 produzido ndo necessitara de purificacdo, saindo praticamente
puro, economizando outras etapas. Nao h4, portanto, a necessidade de
equipamentos como 0s que sao utilizados nos sistemas de captura do CO2 de
outros processos. O CO2 extraido sera mais puro dispensando outro tipo de
separacdo deixando-o com um valor mais competitivo perante os outros sistemas
(GEF, 2009), pois a corrente de gas emitida pela planta sera basicamente de CO2

podendo ser enviada diretamente para 0 seu armazenamento.

No mundo todo o sistema de transporte mais viavel economicamente e muito
difundido nas mais diversas formas de utilizagdo, seja com hidrocarbonetos, seja
com gases e distribuicdo de agua, € o realizado por meio de tubulacdes (pipelines)
(IPCC, 2005). Diante das informacfes apresentadas, fica evidente que a utilizacéo
de fermentacao extrativa com arraste gasoso possibilita que os compostos inibidores

sejam mantidos no caldo de fermentagcdo em concentra¢cées mais baixas, resultando



na reducdo do efeito de inibicdo. Com relacdo a fermentacéo alcodlica, o processo
extrativo mostra-se como uma alternativa promissora para contornar o problema da
inibicdo pelo etanol, resultando em um aumento na produtividade em etanol,
possibilitando a utilizacdo de solu¢cdes mais concentradas de substratos (sacarose),
reduzindo o volume de agua inserida no processo. 5.2 Controle de temperatura para
obtencdo de vinhos mais concentrados A indastria do etanol utiliza
predominantemente fermentacdo em batelada alimentada com reciclagem de
células: 70% a 80% das destilarias utilizam esse modo de operacdo para produzir
etanol. Nessa configuracdo, 99,5% das células sao reutilizadas em fermentacéo
sequencial (reciclagem intensiva). A alta densidade celular dentro dos biorreatores
contribui para reduzir o tempo de fermentagdo para 6-11 h e para aumentar o
rendimento de etanol para 90-92%. A concentracao final de etanol varia entre 8 e 11
°GL. No entanto, esta tecnologia atual de fermentagao é limitada no processamento
de substratos a uma concentracdo de até 200 g / L de TSAIl (acUcares totais
invertidos nos quais a sacarose original € equivalente a 0,95 dos acUcares redutores
formados (glicose e frutose) e glicose e frutose originalmente presente),
representando o potencial de obter uma concentracdo de etanol de pelo menos
1bGL. Um método para melhorar a rentabilidade atual da fermentacdo do etanol é
através da intensificacdo do processo. A tecnologia de gravidade muito alta (VHG) é
um tipo de processo de melhoria destinado a obter altas concentracfes de etanol de
até 15”°GL a partir de concentrac6es moderadamente altas de acucar (> 250 g / L).
Ao longo da fermentacdo do VHG, uma célula encontra estresse significativo
induzido pela pressao osmatica, o que leva a variagdes na cinética da fermentacéo.
Além disso, o nivel de etanol na fase final do processo depende fortemente das
condi¢des nutricionais para a manutencdo da célula. O pardmetro de controle de
processos, importante na fermentacdo alcodlica, é a temperatura, visto que a
conversdo de acgucares a etanol por leveduras é uma reacdo exotérmica e
proporcional a taxa de consumo de acucares e producdo de etanol, ou seja, ha
liberacdo de calor e por isso necessita-se o controle. Rossell et al. desenvolveu uma
nova fermentacéo continua de VHG, aprimorando o processo de projeto e operacao
da engenharia. Consiste na fermentacdo do etanol em biorreatores multiestagios,
com perfil de temperatura bem definido. Temperaturas mais altas foram

consideradas nos estagios iniciais para maximizar a conversao, e temperaturas mais



baixas foram consideradas nos estagios posteriores para minimizar a inibicdo e dano
celular da alta concentracdo de etanol. Além disso, uma alimentacdo de fonte de
carbono distribuida foi considerada nas primeiras e segundas etapas para evitar a
inibicdo por altas concentracbes de acucar. O processo € constituido por um
conjunto de biorreatores para fermentacdo composta por 4 ou 5 biorreatores, no qual
ocorrera conversao de acUcares fermentesciveis a etanol através da biocatélise
pelos micro-organismos, preferencialmente cepas de leveduras. Nos dois primeiros
estagios da fermentacéo a faixa da temperatura de controle nos biorreatores € de 36
a 30°C que correspondem as temperaturas que favorecem a taxa cinética da reacéo
bioguimica sem prejuizo aos micro-organismos. Nos dois outros estagios a agitacéao
sera mecanica com combinacéo de fluxo ascendente e axial para manter a mistura e
temperaturas homogéneas na faixa de 30 a 26°C, comparativamente menores que
0S estagios iniciais com o objetivo de minimizar o efeito téxico devido a elevacéo do
teor alcodlico no meio. No ultimo estagio, a temperatura é mantida entre 26°C e
28°C.

Nesse estagio € injetado ar para promover uma micro aeracao para minimizar a
danificagdo da membrana celular e, consequentemente minimizar a taxa de morte
celular devido ao elevado teor alcodlico. Esse Ultimo estagio visa o esgotamento
final dos aclUcares que se encontram em baixa concentracdo. O controle da
temperatura e a microaeracdo no estagio final da fermentacdo sdo fundamentais
para que o alto teor alcodlico acima de 11°GL evite prejuizos irreversiveis as células.
Portanto, conforme a elevacgéo do teor alcodlico do vinho ao passar sucessivamente
pelo primeiro até o ultimo estagio ha uma reducédo da temperatura de controle e
insercdo de acdes mitigatorias para manter a viabilidade celular. A Fermentagéo
apresenta rendimento fermentativo entre 89 e 91% ; tempo de residéncia total de 12
a 20 horas e reducéo de 50% de geracdo de vinhagca em comparagcao ao processo
atual de fermentacéo alcodlica. O vinho final que é caracterizado por conter agucar
residual ou agucar ndo fermentescivel abaixo de 0,50 g/ L e etanol na faixa de 10 a
15°GL. O vinho gerado na etapa de fermentacdo é bombeado para separacdo de
células, em que o vinho € enviado para a destilacdo e o fermento que sera reciclado
e enviado a etapa de tratamento de células. O parametro de controle de processos,
importante na fermentagcdo alcodlica, é a temperatura, visto que a conversédo de

acucares a etanol por leveduras é uma reacdo exotérmica e proporcional a taxa de



consumo de acgucares e producdo de etanol, ou seja, ha liberacdo de calor e por isso
necessita-se o controle. Rossell et al. desenvolveu uma nova fermentagéo continua
de VHG, aprimorando o processo de projeto e operacao da engenharia. Consiste na
fermentacdo do etanol em biorreatores multiestagios, com perfil de temperatura bem
definido. Temperaturas mais altas foram consideradas nos estagios iniciais para
maximizar a conversao, e temperaturas mais baixas foram consideradas nos
estagios posteriores para minimizar a inibicdo e dano celular da alta concentracéo
de etanol. Além disso, uma alimentacdo de fonte de carbono distribuida foi
considerada nas primeiras e segundas etapas para evitar a inibicdo por altas
concentracdes de aclcar. O processo € constituido por um conjunto de biorreatores
para fermentacdo composta por 4 ou 5 biorreatores, no qual ocorrera conversao de
acucares fermentesciveis a etanol através da biocatélise pelos micro-organismos,
preferencialmente cepas de leveduras. Nos dois primeiros estagios da fermentacéo
a faixa da temperatura de controle nos biorreatores € de 36 a 30°C que
correspondem as temperaturas que favorecem a taxa cinética da reacdo bioquimica
sem prejuizo aos micro-organismos. Nos dois outros estagios a agitacdo sera
mecanica com combinacdo de fluxo ascendente e axial para manter a mistura e
temperaturas homogéneas na faixa de 30 a 26°C, comparativamente menores que
0S estagios iniciais com o objetivo de minimizar o efeito téxico devido a elevacgéo do
teor alcodlico no meio. No Ultimo estagio, a temperatura € mantida entre 26°C e
28°C. Nesse estagio € injetado ar para promover uma micro aeracao para minimizar
a danificagdo da membrana celular e, consequentemente minimizar a taxa de morte
celular devido ao elevado teor alcodlico. Esse ultimo estagio visa o esgotamento
final dos aclUcares que se encontram em baixa concentragdo. O controle da
temperatura e a microaeragdo no estagio final da fermentagdo sdo fundamentais
para que o alto teor alcodlico acima de 11°GL evite prejuizos irreversiveis as ceélulas.
Portanto, conforme a elevacédo do teor alcodlico do vinho ao passar sucessivamente
pelo primeiro até o Ultimo estagio ha uma reducdo da temperatura de controle e
insercdo de acdes mitigatorias para manter a viabilidade celular. A Fermentagéo
apresenta rendimento fermentativo entre 89 e 91% ; tempo de residéncia total de 12
a 20 horas e reducéo de 50% de geracdo de vinhaca em comparagcao ao processo
atual de fermentacg&o alcodlica. O vinho final que é caracterizado por conter agucar
residual ou agucar ndo fermentescivel abaixo de 0,50 g/ L e etanol na faixa de 10 a



15°GL. O vinho gerado na etapa de fermentacdo é bombeado para separacdo de
células, em que o vinho é enviado para a destilacdo e o fermento que sera reciclado

e enviado a etapa de tratamento de células.

5.3. Evaporador a vacuo O evaporador flash equivale a um estagio de uma coluna
de destilagdo. O sistema opera em pressfes reduzidas (vacuo) facilitando a
separacdo da mistura etanol-agua, em temperaturas relativamente baixas (ATALA,
2004). O véacuo é feito por intermédio de uma bomba de vacuo ou compressor. O
tanque de evaporacdo flash deve estar sob pressdo entre 90 e 150 mmHg e
trabalhar com temperatura entre 28°C e 30°C (ATALA, 2004). Devido a diferenca de
volatilidade de um componente com relacdo ao outro, o etanol e parte da agua do
caldo de fermentacdo evaporam. O liquido remanescente no tanque de evaporacao
rapida, contendo o caldo de fermentacdo com baixa concentracdo de etanol, retorna
para o fermentador por meio de uma bomba (PATERNINA, 2011). Um ponto
importante a destacar para esta tecnologia € o impacto do custo operacional do
consumo de energia devido ao sistema de vacuo. O uso do evaporador flash
possibilita usar altas concentracdes de aclUcares no meio de alimentacdo do reator,
0 que tem como consequéncia uma maior producdo de etanol, reduzindo o custo da
destilacdo e gerando menos residuos (vinhaga). O evaporador flash equivale a um
estagio de uma coluna de destilagdo. O sistema opera em pressfes reduzidas
(vacuo) facilitando a separacdo da mistura etanol-agua, que ocorre em temperatura
ambiente. Em processos usando altas concentracdes de acucares (melaco de cana
de acucar), a eliminacdo do produto inibidor (etanol) é essencial para conseguir alta
produtividade.
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Figura 8- Esquenu simplificado do processo de fenmentacdio aloodhica acoplado a0 evaporador

A figura apresenta um esquema simplificado do processo de fermentacdo alcodlica
acoplado ao evaporador, tanque flash, a vacuo onde (1) é a linha de alimentacéo do
substrato (melaco de cana de acucar diluido em agua), (2) € a dorna de
fermentacao, (3) € o sistema de separacdo de células podendo ser uma centrifuga
continua ou um sistema de micro-filtracdo/membranas, (4) é o tanque flash, (5) é a
bomba de circulacdo, (6) € a cuba de tratamento do creme de leveduras, (7) € 0
sistema de condensacao do etanol, (8) é o vacuo do sistema, (9) € a saida de etanol
condensado, (10) é a saida de liquido do tanque flash (taxa de reciclo do flash), (11)
é a linha de retorno ao fermentador, (12) é a purga de células, (13) é a entrada de
ar, (14) é a entrada de solucdo 4cida, (15) é a entrada de antiespumante e (16) é o



sistema de monitoramento e controle do processo. Apos a adi¢cdo do inoculo, o
sistema sera colocado em operacdo batelada até o consumo total de substrato,
sendo monitorado pela producdo de CO2. Apds este procedimento sera dado inicio
ao processo continuo, podendo operar com ou sem sistema de extracao, acionando-
se a bomba de alimentacdo do processo. A corrente de saida do fermentador,
contendo substrato, células e etanol, é enviada para o sistema de separacdo de
células onde ocorre a separacdo em duas fases: a fase pesada, contendo a maior
parte das células (microrganismos) e a fase leve, praticamente isenta de células. O
sistema podera operar com reciclo total ou parcial de células e sofrer tratamento do
creme de leveduras. Quando se atinge o estado estacionario do processo
convencional, o sistema de separacdo a vacuo acoplado ao fermentador é entéo
acionado. A fase leve é conduzida parcialmente ou totalmente para o tanque flash a
vacuo onde ocorre a separacdo da mistura etanol-dgua. O sistema de vacuo
garantira a baixa pressdo do tanque flash que devera operar na temperatura de
28°C a 35°C. O tanque flash ira trabalhar nesta temperatura, pois eliminara a
necessidade de trocadores de calor nos processos envolvidos. A fase vapor é
enviada para uma coluna de retificacdo (condensador) e a fase liquida sofre uma
purga, retornando parcial ou totalmente para o fermentador, garantindo assim, o
tempo de residéncia no sistema. A extracdo do etanol no tanque flash sera parcial,
até niveis de 40-60 g/L no meio fermentativo, reduz significativamente o poder
inibitério exercido na atividade metabodlica do microrganismo, por outro lado,
garantindo uma ac¢do antisséptica no meio. O uso do evaporador flash possibilita
usar altas concentracdes de acucares no meio de alimentacdo do reator, o que tem
como consequéncia maior produtividade de etanol, reduzindo o custo da destilagédo

e gerando menos residuos (vinhaca) (M Francisco Jr, ADI Pires, 2006).

5.4. Pervaporacdo Na destilacdo de etanol, o consumo de energia depende
explicitamente sobre a concentracdo de etanol no vinho para alimentacao.
Consequentemente, h4 um efeito sobre o consumo de energia devido a maneira em
que o processo de fermentagdo € conduzido. Ainda assim, existem varios fatores
gue afetam a fermentacéo alcodlica, como o etanol produzido no meio fermentativo,
gue tem um efeito inibitério no crescimento celular da levedura. Neste contexto, uma
solucdo possivel é alterar parcialmente a estrutura das areas de fermentacéo e

separacdo, no processo de produgcdo de etanol, para que o etanol seja



continuamente extraido a medida que € produzido na fermentacdo. Isto pode ser
conseguido através da implementacdo de pervaporacdo de membrana no processo
de fermentacdo, o0 que resultaria em um impacto positivo na energia consumo no
processo. A pervaporacdo é um processo de membrana em que uma mistura de
liguidos fica em contato com a membrana na alimentacdo a pressao atmosférica e
onde o permeado € removido na forma de vapor devido a baixa pressédo parcial
existente no lado da saida do permeado. Esta baixa pressdo parcial pode ser
atingida empregando-se uma corrente de um gas inerte ou utilizando-se uma bomba
de vacuo. A pressao (parcial) na saida do permeado deve ser menor ou igual a
pressao de saturacdo. Em seguida, o permeado € condensado.

alimemacso

condensador | condensador

——PO—> «— >

bomba de vacuo
comente
de gas

permeado

permeado

Figura 9 - Esquema do processo de pervaporagdo com VACUO ou corrente com gas

inerte — condensador

O principio de separacdo na destilacdo é baseado no equilibrio liquido-vapor,
enquanto na separagao por pervaporacado € baseado nas diferencas de solubilidade
e difusividade. As caracteristicas da pervaporacdo sdo determinadas pela escolha
do material, enquanto as da destilacdo séo fixadas no equilibrio liquido-vapor. A
chave para o sucesso do processo de pervaporacao € a fabricacdo de membranas
adequadas com alta permeabilidade, boa seletividade e resisténcia mecanica

suficiente.

6.Consideracdes finais com a finalidade de alcancar os objetivos propostos neste

estudo, apos esclarecer todo os processos de producdo de etanol, foi realizada uma



pesquisa bibliografica buscando formas inovadoras de fermentacédo alcoodlica para
obtencdo de vinhos mais concentrados. Os processos sofrem diversos efeitos
inibitérios que devem ser controlados com a finalidade de trazer uma reducao
consideravel no consumo de energia, baixo consumo de agua de resfriamento e

vapor, producao de etanol de alta qualidade.
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