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O estudo avaliou a cinética de um bioprocesso em batelada para producgdo de hidromel de
Apis mellifera. Para suprir a deficiéncia de nitrogénio, usou-se nutri¢do escalonada
(KH2PO4 e (NH4)2SO4) a 20°C com Saccharomyces cerevisiae. A termodinamica indicou
geracao de 0,18 W, atestando o controle térmico passivo. Atingiu-se 8,72% ABV, com
cinética ajustada ao modelo de pseudo-primeira ordem (R? = 0,9558; k = 0,0017 h™"),

auxiliando futuros escalonamentos.
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INTRODUCAO

A produgdo de hidromel, embora milenar, representa
um bioprocesso complexo devido a heterogeneidade
da matéria-prima e a susceptibilidade da
Saccharomyces cerevisiae a estresses osmoticos e
nutricionais. Do ponto de vista da Engenharia
Quimica, a fermentagdo do mosto de mel € um sistema
em batelada governado por reacBes bioquimicas
exotérmicas, transferéncia de massa multifasica e
dindmicas cinéticas dependentes da composicdo do
meio (Castro, 2021).

Um dos principais gargalos tecnoldgicos reside na
baixa concentracdo de compostos nitrogenados no
mel, o que frequentemente resulta em fermentacGes
lentas ou paradas prematuras (Meneguite e Brandéo,
2019). O mel silvestre é naturalmente deficiente em
Nitrogénio Assimilavel pela Levedura (YAN),
frequentemente apresentando concentragdes
inferiores a 50 mg/L. Em contrapartida, cepas
industriais de Saccharomyces cerevisiae demandam
concentragdes superiores a 150 mg/L para assegurar a
biossintese adequada de permeases (proteinas de
transporte transmembrana de acUcares) (Bisson,
1999). Esta caréncia nutricional, quando néo
corrigida, induz a lise celular e resulta em
fermentagBes arrastadas (sluggish) ou paradas
prematuras (stuck fermentations). Neste contexto, a
aplicacdo de ferramentas de engenharia bioguimica,
como o controle de balangos massicos e a inser¢do de

protocolos de nutricdo escalonada, torna-se imperativa
para a padronizacdo do processo.

Além do rigor técnico, o desenvolvimento de
bioprocessos eficientes para a produgdo de bebidas
fermentadas de alto valor agregado atua como um
vetor de desenvolvimento socioeconbémico e
ambiental, incentivando a preservacdo do habitat de
polinizadores essenciais como a Apis mellifera. O
objetivo deste trabalho consistiu em analisar o
desempenho de um biorreator em escala laboratorial
para a producdo de hidromel, detalhando os
pardmetros termodin@micos e cinéticos sob estratégia
de nutricdo escalonada. Adicionalmente, propde-se
um delineamento experimental (DOE) para a
otimizagdo sistematica de varidveis criticas de
processo, visando o incremento da produtividade e do
perfil sensorial do produto final.

MATERIAL E METODOS
Formulagdo do mosto e condi¢des operacionais

O meio fermentativo foi constituido por 2,6 L de
mosto, utilizando mel silvestre (p ~ 1,42 g/mL) diluido
em 4gua deionizada estéril até atingir uma densidade
inicial (Original Gravity - OG) de 1,106. A Tabela 1
sintetiza a composicado massica dos componentes.
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Tabela 1. Composicdo massica e funcional dos
insumos do hioprocesso.

Massa

Componente (9) Fungdo Quimica

Substrato

Mel Silvestre 924,0 (Glicose/Frutose)

Agua Meio
Deionizada 19500 Continuo/Diluente
S. cerevisiae 21 Agente
(US-05) ' Biocatalisador
KH2PO4 0,7 FontedePe K
(NH.):SO, 0.7 Fonte de Nitrogénio

(YAN)

Configuracdo do biorreator e protocolo de
nutricéo

Utilizou-se um biorreator de vidro (3,25 L de
capacidade nominal) operando em regime de batelada,
equipado com sistema de vedacdo hidraulica (airlock)
para manutencdo da anaerobiose. A temperatura foi
mantida em 20,0 + 0,5°C, controlada por um
termdmetro inserido no mosto. A estratégia de
nutricdo escalonada consistiu na adicdo de KH,PO4 no
setup inicial e (NH4)2SO4 ap6s 24 horas de inoculacéo,
coincidindo com o inicio da fase log, visando
maximizar a sintese proteica e a viabilidade celular. A
Figura 1 apresenta o0 esquema do biorreator
construido.

Figura 1. Esquema do biorreator.

Modelagem cinética e tratamento de dados

O monitoramento do consumo de substrato foi
realizado via refratometria (°Brix) em intervalos de 24
horas. Para a caracterizacdo quantitativa, adotou-se
um modelo cinético de pseudo-primeira ordem, onde
a taxa de consumo de agucar (-dS/dt) é proporcional a
concentracdo remanescente (S). A forma linearizada
do modelo é expressa pela Equagao 1:

In(S) = -kt + In(So) 1)

Em que k representa a constante de velocidade (h™) e
t o tempo de residéncia. A validacdo do modelo foi
realizada por regressao linear dos dados experimentais
obtidos na fase exponencial.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Andlise estequiométrica e balango de massa

O balanco de massa global foi fundamentado na
estequiometria da fermentacéo alcoodlica (Equagéo 2),
considerando uma eficiéncia de converséo de 95% dos
acucares fermentaveis (73,57% m/m do mel) em
etanol ¢ CO2, com 5% destinados a biossintese de
biomassa celular (Meneguite e Branddo, 2019).

CeH1,06 — 2 CoHsOH + 2 CO» (2)

A Tabela 2 apresenta o balangco de massa global
consolidado, evidenciando a distribuicdo de fluxos
mAassicos no sistema.

Tabela 2. Balango de massa global do sistema
fermentativo.

Massa
Fluxo Componente (9)
Entrada Mel, Agua,_ Levedura e 28775
Nutrientes
Saida Etanol (Teodrico) 312,8
CO: (Efluente Gasoso) 299,2
Aguae Sol[dos_ nao 2104.0
fermentaveis
Blomassa_l e Acucar 715
Residual
Total
Saida 28715

Caracterizacao termodindmica e gestéo de calor

A entalpia padrio de reagdo (AH®rxn) foi calculada em
-74,4 kJ/mol de glicose consumida, baseada nas
entalpias de formacdo dos reagentes e produtos
(Atkins et al., 2012). Para o consumo total de 3,59
mols de aclcar, o calor total liberado foi de -267,1 kJ.
A taxa média de geracdo de calor, considerando 408
horas de processo, foi calculada pela Equagéo 3:
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q: AHtotal / At (3)

Obteve-se uma poténcia térmica de 0,18 W. Este valor
nominalmente reduzido justifica a estabilidade
térmica observada sem a necessidade de sistemas de
refrigeracdo ativa, indicando que a dissipacdo
convectiva natural é suficiente para manter a
temperatura dentro da faixa operacional 6tima para a
levedura.

Dinamica fermentativa e validacgéo cinética

A Figura 2 ilustra o perfil temporal da fermentacéo.
Observou-se uma fase lag extensa, de
aproximadamente 72 horas. Fenomenologicamente,
este periodo prolongado ndo reflete apenas a
hidratacdo do indculo liofilizado, mas uma resposta
metabolica de adaptacdo ao estresse hiperosmoético
severo imposto pela alta concentracdo inicial de
solidos (OG = 1,106).
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Figura 2. Curvas fermentativas.

Sob alta pressdo osmética, a levedura desvia parte do
fluxo de carbono da via glicolitica principal para a
biossintese de glicerol intracelular, atuando como
soluto compativel para evitar a plasmolise, o que
atrasa o inicio da fase de crescimento exponencial
(Walker, 1998). Ap6s a aclimatacdo osmotica, a
ativagdo plena da via glicolitica resultou em um
decaimento continuo da concentragdo de substrato.

A linearizagdo dos dados (Figura 3) resultou na
equagdo y = -0,0017x + 3,4029. O coeficiente de
determinacdo R? = 0,9558 valida a adequacgdo do

modelo empirico de pseudo-primeira ordem. Sob a
Otica da cinética de Monod, bioprocessos com elevada
concentracdo de substrato tendem a exibir cinética de
ordem zero (velocidade méaxima constante). Contudo,
0 comportamento de pseudo-primeira ordem
observado ratifica a presenca de inibi¢do simultanea
no reator: a medida que o substrato diminui, o
acumulo gradativo de etanol (metabdlito téxico) e a
deplecdo espacial de micronutrientes reduzem
progressivamente a viabilidade e a atividade catalitica
especifica das células (Bisson, 1999).
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Figura 3. Modelo cinético linear de fermentacéo.
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O processo atingiu a estabilidade apds 360 horas, com
um Brix residual de 16,0% e teor alcodlico de 8,72%
ABYV, corrigido por Brewfather (2026). A constante de
velocidade aparente determinada (k = 0,0017 h7)
consolida-se como um pardmetro de engenharia
intrinseco a eficiéncia deste processo reacional
(SafAle US-05 a 20°C sob nutri¢do escalonada), sendo
uma meétrica fundamental para o delineamento do
tempo de residéncia no reator para futuros célculos de
aumento de escala (scale-up).

Dinamica fermentativa e validacgéo cinética

Visando a maximizacdo do rendimento alcodlico e a
otimizacdo do tempo de processo, propbe-se um
Delineamento Fatorial Completo 23 com ponto central
(Tabela 3). As variaveis independentes selecionadas
sdo: Concentragdo Inicial de AglUcar (A),
Concentragdo de Nutrientes (B) e Temperatura (C).

Tabela 3. Matriz de Delineamento Fatorial 23 para
otimizag&o do bioprocesso.

Ensaio Fator A Fator B Fator C
(0G) (Nutricéo) (Temp.)
la8 +1 +1 +1
9all 0 0 0

Este planejamento estatistico permitird a identificacdo
de efeitos sinérgicos entre as variaveis, permitindo a
construcéo de superficies de resposta para a definicao
do ponto 6timo operacional em estudos futuros.

CONCLUSAO

O estudo demonstrou que a aplicacdo de principios de
engenharia bioquimica permite a transformacédo de um
processo artesanal em um bioprocesso controlado e
quantificavel. A estratégia de nutri¢do escalonada foi
eficaz na superacdo das limitagbes nutricionais do
mel, garantindo a estabilidade fermentativa. A
caracterizacdo cinética forneceu pardmetros robustos
(k=0,0017 h™*) e 0 modelo de pseudo-primeira ordem
foi  validado  estatisticamente. A analise
termodindmica confirmou a viabilidade do controle
térmico passivo em escala laboratorial. Conclui-se que
0 sistema desenvolvido é tecnicamente robusto,
estabelecendo as bases para o escalonamento
industrial e para a valorizacdo tecnol6gica da cadeia
produtiva apicola.
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