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Utilizacao de espectroscopia Raman no monitoramento de fermentacéo alco6lica em microrreatores
Gabriel Vitor Guari de Almeida*, Adriano G.P. da Silva, Harrson S. Santana e Osvaldir Pereira Taranto

1. Introducao

A microfluidica é definida como a ciéncia a qual estuda escoamento de fluidos em pequenas quantidades,
em estruturas com dimensdes de dezenas a centenas de micrébmetros, e que apresenta como principais vantagens
0 baixo custo de fabricacdo, elevadas transferéncia de calor e area superficial, tempo de rea¢des menores e menor
utilizacao de reagentes e amostras (Fogler, 2016; Whitesides, 2006).

Em trabalhos anteriores, 0 grupo de pesquisa buscou investigar a sintese de biodiesel em microrreatores,
desenvolvendo técnicas tanto de modelagem quanto de simulacdo no processo de sintese de biodiesel em
microescala e, com a aplicagdo destas técnicas, foi possivel a visualizacdo da influéncia na eficiéncia reacional
de diversos fatores e variaveis de processo (Santana et al., 2017; Santana et al., 2016; Santana et al., 2015, Yeh
etal., 2016). Comparou-se entdo os resultados obtidos com dados experimentais, possibilitando assim que o grupo
desenvolvesse micromisturadores mais eficientes para a sintese do biodiesel. Paralelamente, 0 grupo também
estuda a aplicacdo de novas técnicas de fabricacdo na construcdo destes microdispositivos, com maior enfoque
na impressao 3D.

Outro ramo de aplica¢Bes que vem sendo estudado pelo grupo é a fermentacdo alcodlica de vinho, avaliando
a influéncia das condicGes de processo no rendimento na producdo de etanol. As reacdes de fermentacao alcodlica
consistem na conversdo de acucares, como glicose e frutose, em etanol devido a acdo de leveduras. Estudos
conseguiram indicar a rapidez em que ocorrem as reacdes quando utilizados microrreatores em processos
microbioldgicos envolvendo fermentagdo Bras et al (2016). Mostrando também a estabilidade do método, Seo et
al (2012) conseguiram imobilizar leveduras utilizando ligacdes covalentes na superficie de um microrreator.

O estudo das do efeito das varidveis em ambos 0s processos sao dadas principalmente por meio de analises
de Cromatografia Gasosa (CG) ou cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Estas técnicas, contudo,
sdo caracterizadas como off-line, no qual retiram-se amostras para analise, impossibilitando 0 monitoramento em
tempo real da reacdo, bem como a alteracdo de suas condi¢cbes com o uso de controladores. Sendo assim, uma
forma de contornar este empecilho é o uso de técnicas alternativas e de preferéncia com menores custos, como a
espectroscopia de absorcdo no ultravioleta (comprimentos de onda entre 100 - 400 nm) e visivel (comprimentos
de onda entre 400-800 nm) e, principalmente a espectroscopia Raman, sendo estas tecnologias de tempo real e
com um menor custo de aquisi¢do dos equipamentos necessarios. A técnica escolhida entdo pelo foi a do Raman.

A espectroscopia Raman consiste na dispersdo Raman inelastica de um laser de luz monocromaética, com
uma faixa compreendendo do visivel até proximo ao ultravioleta. O laser interage com vibragGes moleculares,
fonons ou outras excitagdes, resultando em informacdes sobre os modos vibracionais, permitindo assim a
caracterizacdo e interpretacdo direta de diferentes moléculas. Esta técnica, portanto, tem uma grande vantagem
residindo na sua capacidade de fornecer dados com facilidade e rapidez, sem a necessidade de serem retiradas
amostras, sendo uma técnica nao destrutiva (Goh et al, 2017).

2. Objetivos

O projeto teve como objetivo geral o0 monitoramento em tempo real da reacdo de fermentacao alcoolica em
microdispositivos utilizando a técnica de espectroscopia Raman. Para tal, 0s objetivos especificos estabelecidos
foram: estimar o rendimento da producéo de etanol no processo de fermentacdo, de acordo com as variaveis
concentracdo de leveduras e tempo de residéncia, bem como a comparacéo e validacdo da metodologia Raman
com os métodos usualmente utilizados.



3. Materiais e Métodos

Os microrreatores utilizados pelo aluno foram criados com software Autodesk Inventor e fabricados
utilizando a impressora Sethi3D S3 a partir de &cido polilatico (PLA). O equipamento utilizado para a obtencao
de espectros Raman foi o espectrometro Ava-Raman-C da Avantes (AvaSpec — ULS2048I-TEC-RS-USB2), com
laser de comprimento de onda de 785 nm.

Para a obtencéo dos espectros, a configuragcdo do espectrometro foi: tempo de integracéo de 20 segundos, 3
médias e poténcia do laser de 500 mV. Para a analise em batelada para testes, preparava-se as solucdes de
diferentes concentragcfes para a obtencéo das curvas de calibracdo, e estas eram uma a uma colocadas em uma
cubeta de quartzo, que era inserida em um suporte desenvolvido para o laser e entdo analisadas.

Foram realizadas a construgdo de curvas de calibragdo para modelar o que ocorre durante a reagéo de
fermentacdo alcoolica: leveduras Saccharomyces cerevisiae presentes numa solu¢do com glicose e agua
convertem, atraves do processo de fermentacdo, a glicose em etanol e gas carbdnico. Assim, para o
monitoramento desta rea¢do de modo online com o uso do Raman, era necessaria a criagdo de um modelo que
pudesse captar e quantificar a presenca dos trés principais componentes a serem estudados presentes durante a
reacao: as leveduras e a glicose consumida, e o etanol formado subsequentemente. Para isso foram preparadas
inicialmente 11 amostras com etanol e glicose para treinamento do aluno e, posteriormente, 16 amostras com 0s
trés componentes para a leitura no Raman, todos em batelada.

Os espectros foram obtidos através do software Avasoft 8, disponibilizado pela fabricante do equipamento.
O tratamento dos dados foi realizado com o software The Unscrambler X, buscando obter um modelo que pudesse
quantificar as concentracOes de glicose, etanol e leveduras numa amostra a partir dos dados de intensidade do
pico e comprimento Raman, utilizando a regressdo por Minimos Quadrados Parciais (PLS), devido a presenca de
diversas variaveis que influenciam os espectros obtidos e que, com este método, podem ser preditas com um
unico modelo para cada componente. Por fim, foi analisada sua eficacia a partir do valor do coeficiente R2 obtido
para modelo.

4. Resultados e discussdes

Para as 11 amostras preparadas contendo glicose e etanol para treinamento do aluno e comprovacgédo da
eficacia da técnica Raman, os espectros obtidos encontram-se na Figura 1 a seguir, e 0s modelos das curvas de
calibracdo para cada componentes encontram-se dispostos na Tabela 1.

Figura 1. Espectros obtidos para as 11 amostras da solugdo com etanol e glicose, sem tratamento.
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Tabela 1. Coeficientes de determinacéo para os melhores modelos obtidos para as curvas de calibracao para as
substéncias glicose e etanol

Substancia Faixa do espectro  Tratamento RzC R2V
Glicose 0-1700 cm™* Nenhum 0,995 0,906
Etanol 0-1700 cm™ Baseline 0,994 0,871

Com os dados da Tabela 1, é possivel ver que a espectroscopia Raman gerou bons modelos preditivos em
batelada tanto para a glicose quanto para o etanol, com valores de coeficiente de determina¢do muito préximos a
1 para a calibracao para ambas as substancias, e muito proximos de 0,9 e, portanto, altos, para a validacao também
em ambos 0s casos.

Feito isto, o proximo passo foi a busca de um modelo que pudesse predizer de maneira adequada as
concentracdes de etanol e glicose durante o processo de fermentacdo, que conta também com a presenca de
leveduras no sistema. Para isso, foram utilizadas 16 amostras com diferentes concentracdes e massas de etanol,
levedura e glicose. As medidas também foram tomadas em batelada, facilitando assim a execugdo destes testes
iniciais que visam principalmente analisar a resposta do Raman em um sistema com a presenca das leveduras, e
ndo o andamento da reagdo num primeiro momento. O resultado encontra-se na Figura 2:
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Figura 2. Espectros obtidos para as 16 amostras contendo etanol, glicose e leveduras, sem tratamento.

Analisando a Figura 2, é possivel ver que o espectro ndo é muito claro. Isto ocorre principalmente devido
a interferéncia das leveduras no espectro. Como afirma Jiang et al (2020), a fermentacdo com leveduras é um
complexo sistema no qual diversos produtos secundarios sdo formados nutrientes sdo consumidos, num sistema
com varios fatores diferentes que influenciam na analise quantitativa do processo de fermentacdo, tornando-a
imprecisa e com a necessidade de tratamentos ndo lineares, como o0 método PLS. Embora as leveduras interfiram
no espectro, é possivel reconhecer na Figura 2 picos caracteristicos do espectro Raman de etanol: entre 2700 e
3000 ha as bandas referentes ao alongamento da das ligacdes de CH2 e CH3 (Godinho et al, 2016) de forma
semelhante ao mostrado na Figura 4:
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Figura 4. Espectro Raman de etanol em solucdo (Fonte: Nanophoton.com)

Na Tabela 2 encontram-se os valores do coeficiente de determinacdo para os modelos obtidos para cada
componente a partir do espectro contido na Figura 3:

Tabela 2. Coeficientes de determinacéo para os melhores modelos obtidos para as curvas de calibragdo para a
reacao de fermentacdo

Substancia Faixa do espectro Tratamento RzC R2V
Glicose 2500 - 3000 cm'? Normalizagéo 0,978 0,088
Etanol 2500 - 3000 cm! Baseline 0,983 0,240
Leveduras 2500 - 3000 cm™ 12 derivada 0,998 0,462

Analisando os resultados contidos na Tabela 2, percebe-se que os valores do coeficiente de determinacao de
calibracdo das trés substancias foram satisfatdrios, indicando uma boa adequacdo do modelo aos dados. Porém,
os valores do R? de validag&o foram todos baixos, com o maior dentre eles ainda com um valor inferior a 0,5. Isto
mostra que, embora haja potencial nos modelos obtidos, eles também sdo passiveis de melhorias, como a obtencéo
de espectros num tempo menor para que as condi¢es na qual se encontram as leveduras (inicialmente mantidas
a baixas temperaturas para que ndo iniciem o processo de fermentacao) sejam iguais em todos o0s pontos e ndo
haja reacdo ao longo da obtencéo da curva.

5. Conclusdes

Ao longo do projeto houve o desenvolvimento de habilidades na modelagem e impresséo de microrreatores
com o uso de softwares de design e impressoras 3D, explorando assim as diversas vantagens possibilitadas pela
microfluidica e incorporando ferramentas que serdo cada vez mais comuns num futuro proximo.

O trabalho apresentou resultados promissores quanto a utilizagdo da espectroscopia Raman, um método mais
rapido e ndo destrutivo, para analises quantitativas que atualmente sdo feitas em sua maioria com técnicas
destrutivas e offline. A partir dos testes realizados, p6de-se obter curvas de calibragdo atraves do método PLS
para dois sistemas: solu¢do com etanol e glicose e solu¢do com etanol glicose e levedura, sendo o modelo obtido
para este Ultimo contendo os principais componentes envolvidos na reagdo de fermentacao.

Por fim, com os resultados deste projeto mostraram-se positivos ainda que passiveis de melhoria, bem como
diversos exemplos bem-sucedidos encontrados na literatura, pode-se afirmar que a espectroscopia Raman tem
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um enorme potencial ainda inexplorado, sendo uma técnica rapida e de simples aplicacdo que pode contribuir e
muito na expansao dos limites conhecimento nas mais diversas areas da ciéncia.
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