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RESUMO

A produgio de bioetanol é uma alternativa interessante para a substitui¢do dos combustiveis a
base de petr6leo. Com intuito de diminuir os custos desta producdo, estudos sdo
impulsionados na dire¢ao de encontrar leveduras e processos alternativos que alcancem altos
rendimentos e produtividades para a fermentagdo alcodlica. O uso de leveduras floculantes se
mostra interessante por facilitar a separacdo e, consequentemente, a reutilizacdo de células
pelo processo de decantacdo. No presente trabalho, estudou-se o wuso de
Saccharomycescerevisiae de caracteristicas floculantes em processo continuo com dois
reatores torre em série com decantadores intermedidrios e recirculacdo celular. Os testes
utilizaram meio sintético e as andlises de etanol e agucares foram feitas por cromatografia
liquida. Foram analisadas seis cepasfloculantes pelo estudo da capacidade fermentativa, que
resultou na escolha da cepa C2/00 Saccharomycescerevisiae, doada pelo CPQBA. Apés a
escolha da cepa foram analisadas a influéncia da temperatura, pH e agitacdao na floculagcdo e
no rendimento da fermentagdo alcdolica, sendo verificado que os melhores resultados foram
obtidos a 32°C, pH 4,5 a 5,0 e 150 rpm de agitacdo. A velocidade de sedimentagcdo da
levedura floculante foi influenciada pelo pH, obtendo a maior velocidade de sedimentacdo
especifica, 0,240 min! a pH 5,0 e para valores de pH em torno de 4,0 foi obtido 0,178 min’.
Estes valores de velocidade de decantacdo permitem uma boa separacdo dos flocos do meio
sobrenadante nos decantadores durante o processo fermentativo, facilitando a recirculacao de
células.Verificou-se a eficiéncia do uso de antibidticos naturais e comerciais no controle da
contaminacdo microbiana da fermentacao e obteve-se resultados satisfatérios com o emprego
de Kamoran a 6ppm, Beta Bio a 35 ppm e 50 ppm de acido nalidixico e ampicilina. Estudou-
se varias condi¢des de processo para se chegar ao sistema de dois fermentadores tipo torre
ligados em série com decantadores intermedidrios, que promoveram a recirculacdo de células
garantindo o funcionamento no processo continuo e obtendo altos valores de rendimento e
produtividade. Foi realizado um Planejamento Composto Central com intuito de analisar a
influéncia simultanea da concentragao de sacarose na alimentagdo (Sy), vazao de reciclo para
o primeiro reator (V) e tempo de residéncia total (TR), sendo que os melhores resultados
foram obtidos no ponto central (So = 225 g/L; V =5 mL/s e TR = 6h), os quais foram:
rendimento de 92,4%, produtividade de 17,37 g/L.h e 16,03 g/L de actcar residual. Apds os
estudos utilizando meio sintético, realizou-se experimentos com meios industriais (caldo-de-
cana), para verificar o funcionamento e eficiéncia do sistema de reatores em estudo e obteve-
se um rendimento de 93.8%, resultado este promissor quando comparado aos valores obtidos
industrialmente.

Palavras-chave: bioetanol, fermentacdo alcodlica, Saccharomyces cerevisiaefloculante,
reatores torre em série.
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ABSTRACT

Bioethanol production is an interesting alternative for the replacement of petroleum-based
fuels. In order to reduce the production costs, studies have been driven toward finding
alternative strains and processes that achieve high yields and productivities for alcoholic
fermentation. The use of flocculant yeast is interesting because it shows facilitate separation
and thus reusing cells by decantation process. In the present work the use of a
flocculantSaccharomyces cerevisiae strain in continuous process was studied employing two
tower reactors in series. In the experiments synthetic mediumwas used and the ethanol and
sugar analyzes were done by liquid chromatography. Six flocculant yeast strains were
evaluated for their fermentative capacity, which resulted in the choice of the strain C2/00,
donated by CPQBA. After choosing the strain, the influence of temperature, pH and agitation
rate on flocculation and fermentation yield were analyzed, and the best results were obtained
at 32°C, pH 4.5 to 5.0 and 150 rpm.The sedimentation velocity of flocculant yeast was
influenced by pH, obtaining the highest sedimentation specific velocity, 0.240 min" at pH 5.0
and at pH 4.0 was obtained 0.178 min™. These velocities values alloweda good separation of
flakes in the supernatant medium during the fermentation process, facilitating the cells
recirculation. It was studied the effectiveness of using natural and commercial antibiotics to
control contamination of fermentation and obtained satisfactory results with the use of the
Kamoran 6ppm , Beta Bio 35 ppm and 50 ppm for nalidixic acid and ampicillin. It was
analyzed several process conditions until reaching the configuration of two tower reactors
connected in series with decanters for effluents of both reactors and cell recirculation to the
respective reactor. This system was operated satisfactorily and the recirculation of cells
ensured a better mixture in the reactor, reaching high yields and high productivities. A Central
Composite Design (CCD) was applied to study the simultaneous influence of sucrose
concentration in the system feed (Sp), recycle flow rate for reactor first(V) and total residence
time (TR). The best results were obtained at the central point (Sp = 225 g/L., V = 5 mL/s and
TR = 6 h), which were yield 92.4%, productivity of 17.37 g/L.h and 16.03 g/L residual sugar.
After studies using synthetic medium, experiments wererealizedwith sugar cane juice as sugar
sourcein the reactor system under study and it was obtained a yield of 93.8%.

Keywords : bioethanol fermentation , flocculantSaccharomyces cerevisiae, tower reactors in
series



CAPITULO 1
INTRODUCAO

Os combustiveis derivados de petréleo representam em torno de 46% do consumo
mundial de energia, enquanto no Brasil este percentual cai para 37,6%, porém como
combustiveis fésseis, suas reservas sdo finitas e seu uso é uma fonte importante de emissao de
gases de efeito estufa. Encontrar substitutos para estes combustiveis a partir de matérias
organicas renovaveis tem sido um grande objetivo da comunidade cientifica mundial. Uma
das opc¢des € o etanol, um excelente substituto para a gasolina, o principal combustivel usado
em automodveis no mundo (LAUTENSCHLAGER, 2013).

No Brasil, o etanol produzido a partir da cana de agucar substitui, atualmente, cerca
de 50% da gasolina que seria consumida, e seu custo € competitivo sem os subsidios que
viabilizaram a criagdo do Prodlcool em meados da década de 1970. Segundo dados da
Secretaria de Energia do Estado de Sdo Paulo, em 2010, a participacdo de energias renoviveis
na matriz energética mundial era de apenas 12,5%, enquanto que na brasileira era de 45,5%.
No Estado de Sao Paulo este percentual sobe para 55,5%, sendo que a energia dos derivados
da cana de acucar, etanol e bagaco, representa 35,5% do total, contra 17,8% para o restante do
Pais. Esta participagdo da cana de agucar na matriz energética brasileira provem de uma area
cultivada da ordem de 4,2 milhdes de hectares, o que representa em torno de 0,5% da drea
agricultavel do Pais (LAUTENSCHLAGER, 2013).

A producdo brasileira de bioetanol tem crescido substancialmente, numa taxa de
crescimento muito acima da expansdo da drea agricola empregada para a cultura da cana. Este
fato se deve aos avancos tecnoldgicos alcangados, tanto na drea agricola, como na drea
industrial. Nesta, os processos de fermentac¢do alcodlica evoluiram a partir dos sistemas em
batelada com separacdo de fermento do vinho dos anos 1930, aos processos batelada
alimentada e continuos empregando centrifugas eficientes, com recirculacio e tratamento de
fermento. Este fato foi um grande avanco no setor, que aliado a selecao de leveduras de alta
capacidade fermentativa, melhorias constantes nos processos produtivos, aumento da
eficiéncia energética do setor, avancos nos processos de destilagdo, autonomia nacional na
producdo de equipamentos e insumos, fez com que a industria brasileira do etanol de primeira
geragdo, utilizando cana de agiicar como matéria prima, seja uma das mais competitivas e

mais modernas do mundo (LAUTENSCHLAGER, 2013).



Capitulo 1 — Introducdo

O emprego do etanol como combustivel veicular no Brasil tem sido ciclico, com as
primeiras citacdes do seu uso na década de 1920, e em mistura com a gasolina em1931,
sempre associado a grandes aumentos nos precos mundiais do petréleo. Na década de 1970
surgiu um marco interessante, que foi a criacdo do Programa Nacional do Alcool (Proélcool).
A partir do Prodlcool houve grande aumento na producgdo brasileira de etanol, destinado a
frota de automdveis movidos com dalcool hidratado, porém em 1986 comecou uma fase de
desacelerac@o do programa e uma vertiginosa diminui¢ao da producao de veiculos movidos a
alcool. Iniciou-se entdo uma fase de aumento crescente da produgdo do combustivel na forma
anidra, para uso em mistura a gasolina. Na safra 2000/2001, a producdo do etanol anidro ja
superava a do hidratado, safra na qual a produgdo de etanol total foi bastante reduzida em
relac@o aos anos anteriores. Em 2003 surgem os veiculos flex-fuel no Brasil e inicia nova fase
na histéria do bioetanol brasileiro, atingindo nos dias de hoje mais de 90% da produgdo
brasileira de veiculos leves com ciclo Otto, que podem utilizar gasolina ou etanol
hidratado(ROSA, 2005; XU et al., 2005).

Hoje tem-se no Brasil uma frota expressiva de automoveis flex-fuel que tem
impulsionado a producdo de etanol para combustivel veicular, porém os precos de venda da
gasolina no Pais sdo mais favordveis aos consumidores e os elevados precos do agtcar a nivel
internacional tem diminuido o interesse dos empresdrios nacionais em produzir o referido
biocombustivel. Assim, melhorias de processos produtivos do etanol de primeira geragdo,
com possiveis reflexos em diminui¢c@o de seu custo tem sido alvo de muitas pesquisas, tanto
no campo, como na industria. Além disso, as pesquisas em produ¢do de etanol de segunda
geracdo, a partir de matérias primas lignoceluldsicas, tais como bagaco de cana tem
despertado grande interesse por parte de pesquisadores.

Os processos de fermentacdo alcodlica t€ém sido conduzidos pelo uso de diferentes
cepas selecionadas da levedura Saccharomycescerevisiae, na sua grande maioria, empregando
células dispersas no meio de fermentacdo. Uma linha de pesquisa seguida por diferentes
pesquisadores tem sido o emprego de processos com alta densidade celular, via imobilizacao
ou floculagdo (auto imobilizagdo), no qual se consegue uma alta populacdo celular por
unidade de volume do reator. A tecnologia de floculagdo espontdnea de células aumenta a
concentracdo celular pela retencdo dos flocos no interior do reator sem o uso de um suporte
inerte, se mostra economicamente competitiva e representa um novo conceito de imobilizacao
(GE et al., 2006). A habilidade de flocular de cepas de Saccharomycescerevisiaetem sido

considerada na producdo de etanol um sistema auto-imobilizado (ANDRIETTA et al., 2008).
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A floculagdo indesejada é aquela encontrada em fermentacdes industriais utilizando
leveduras livres e contaminadas com bactérias e também com leveduras selvagens, fato este
de grande repercussiao negativa no desempenho das centrifugas separadoras de fermento e no
rendimento do processo.Ja o emprego de leveduras floculantes se iniciaram no Brasil a partir
de 1980, com o principal objetivo de substituir as centrifugas por decantadores, operacdes
mais baratas e de manutenc¢ao mais simples.

Estes fatos contribuiram para que ocorresse a instalagdo de um pequeno nimero de
unidades industriais empregando tal tecnologia, atualmente trés em funcionamento no Brasil,
todas empregando reatores de mistura em processo continuo, com decantandores e cubas de
tratamento acido. Ao final dos anos 1990, este interesse é retomado por pesquisadores da drea
de fermentacdo alcodlica industrial do Brasil. A selecdo de diferentes cepas de leveduras
Saccharomycescerevisiaetem sido realizada por diferentes pesquisadores e o emprego de
reatores tipo tubulares de escoamento continuo, denominados reatores torre, t€m sido muito
estudados a nivel de experimentos de bancada e piloto.

Com base no exposto, o presente trabalho apresentou como objetivo geral estudar o
processo de fermentacdo alcodlica empregando uma cepa selecionada de
Saccharomycescerevisiaecom caracteristicas floculantes, em um sistema de dois reatores torre
com escoamento ascendente, operado continuamente.

Como objetivos especificos podem ser citados:

® Avaliar a capacidade fermentativa de seis cepas de caracteristicas floculantes
doadas por 6rgdos de pesquisa em bioetanol;

e Com base nos resultados de capacidade fermentativa, escolher a cepa com os
parametros de processo mais adequados para continuidade do estudo;

e Estudar a influéncia do pH, da temperatura e da taxa de agitacdaona floculacdo
e desfloculagdo da cepa e no rendimento e na produtividade;

e Estudar a velocidade de sedimentagdo e a influéncia do pH nesta velocidade;

e Estudar o controle da contaminagdo utilizando antibidticos comerciais e
naturais;

® Desenvolver o sistema experimental de reatores, decantadores e correntes de
reciclo para realiza¢dao dos experimentos;

e Estudar, aplicando a técnica estatistica de um planejamento experimental, a

influéncia da concentracao de sacarose na alimentacao do sistema de reatores,
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a vazdo de reciclo do decantador para o primeiro reator € o tempo de

residéncia total do sistema no desempenho global do processo.



CAPITULO 2
REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serd apresentada e discutida a revisdo bibliogréifica sobre o tema de
fermentagdo alcodlica, com énfase nos processos fermentativos utilizando leveduras de

caracteristicas floculantes em sistemas continuos com reatores torres em série.

2.1 Biocombustivel

A consciéncia da importancia e de todos os problemas pertinentes a questdo do
petréleo em nivel mundial o tém tornado um dos temas nevralgicos no mundo contemporaneo
e, aliado a discussdo sobre o tema, pesquisas que buscam por um produto similar, com menor
impacto ambiental, t€ém sido alvo de muitos laboratdrios no Brasil.

Aflutuacdo dos precos dos combustiveis a base de petréleo no mundo, provocada
pela instabilidade geopolitica dos paises que controlam a maior parte das reservas de petréleo,
e o clima brasileiro,impulsionam pesquisas por fontes de energia alternativas. Por isso existe o
desenvolvimento de pesquisas em biocombustivel para substituicdo do petréleo desde
1970(OBERLING et al., 2012). Além disso, outro fator, tio ou mais preocupante que 0s
demais, também impulsiona estas novas pesquisas: a polui¢do causada pelo uso do petrdleo
como combustivel. Os biocombustiveis por se tratar de combustiveis oriundos de fontes
renovaveis, contribuem para redu¢do da emissdo de poluentes, j4 que a grande parte dos
poluentes resultantes da queima € reabsorvida nos ciclos de crescimento das plantas
(NOGUEIRA e CAPAZ, 2013; DIAS et al., 2013).

Quanto a essas novas fontes de energia, as mesmas ja vém sendo bastante utilizadas,
pois como € sabido, o setor de transporte no Brasil, € abastecido com combustivel de origem
fossil e biocombustivel liquido. J4 o etanol produzido a partir da cana de aguicar, milho ou
outros cereais € o biodiesel, no qual o etanol € utilizado no ciclo de sua producdo, representam
aproximadamente 2,4% do combustivel consumido neste setor (ATALA, 2004).

Também vale lembrar que o Brasil é um pais no qual aproximadamente metade da
energia total utilizada é suplementada por fontes renovaveis, principalmente pelas usinas

hidrelétricas, cana-de-acgucar e madeira. E no que se refere a cana, em especifico, em 2011
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aenergia oriunda da cana-de-agicar foi muito importante na matriz total, pois representou
15,7% da oferta nacional de energia (EPE, 2012).

Contudo, a expansao do mercado mundial de biocombustivel preocupa quanto a sua
sustentabilidade efetiva, pois intrinsecamente relacionada a ela estd a questdo da seguranga
alimentar e agricola, a monocultura, desmatamento, esgotamento de recursos hidricos e
condic¢des de trabalho. Consequentemente, vérios estudos buscam justificativas para o uso dos
combustiveis de fontes renovaveis (SOLOMON et al., 2007, KODAMA et al., 2013), como o

etanol, assunto que serd abordado a seguir.

2.1.1 Etanol

Dentre os vérios combustiveis de fonte renovavel existentes, tem-se o etanol, que é
considerado um combustivel ecolégico, uma vez que ele é obtido a partir de fontes renovaveis
cuja fonte principal, no Brasil, é a cana-de-agicar. Também € ecoldgico porque contribui para
a reducdo de CO, na atmosfera através da fotossintese realizada pela fonte vegetal (COSTA e
SODRE, 2010).

Além desse beneficio, hd de se considerar, por outro lado, que a utiliza¢do da cana-
de-agicar como matéria prima para a producdo de etanol faz com que o custo por litro seja
menor do que o produzido por outras biomassas, como, por exemplo, a partir do milho e trigo,
pois ndo € necessdria a conversdo de amido em glicose, 0 que ocorre nos Processos que
utilizam milho e trigo nos Estados Unidos e Alemanha, respectivamente (ANDRIETTA et al.,
2006; FURTADO e SCANDIFFIO, 2006). Sendo assim, pode-se dizer que o pais que tiver
uma maior produgdo de cana-de-agicar estard numa posi¢do privilegiada no que concerne a
esse tipo de energia renovavel.

Coincidente e afortunadamente, o Brasil tem sido um dos maiores produtores de cana
deacicar do mundo. Em 1961, por exemplo, foi responsavel por 85% da produgdo de cana de
actucar dos paises do MERCOSUL, o que aumentou para 97% nos anos 2007/2008 devido aos
avangos tecnoldgicos relacionados a utilizagdo de dlcool como combustivel (COSTA,
JUNIOR e ARANDA, 2010; COSTA e SODRE, 2011). Em 2009 eratambém o maior
produtor de etanol a base de cana-de-agticar, com drea de 8,7 milhdes de hectares (IBGE,
2009). Ou seja, tem-se matériaprima em abundéncia, o que, consequentemente, possibilita

uma producao significativa.
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Quanto a esta produc¢do, no Brasil, sdo produzidos dois tipos de etanol para aplicacao
automotiva: o etanol anidro e o hidratado. O etanol anidro contém no méximo 0,7% de dgua
em relacdo ao peso e o hidratado constituido de 7,4% de dgua em relacdo ao peso medido a
20°C (ABNT, 1978). A preocupagdo ambiental favoreceu a utiliza¢do do etanol anidro como
aditivo antidetonante na gasolina e as concentra¢des na mistura variam de 20 a 25% (p/p), no
lugar do chumbo tetraetilico e hidrocarbonetos aromdticos (DUARTE, 2011). J4 o etanol
hidratado € usado como combustivel alternativo em veiculos comerciais leves. E no que se
refere a melhoria do desempenho do motor desses veiculos, a mesma pode ser obtida de
diversos meios, tais como aumento da taxa de compressao, pois esta aumenta a densidade da
mistura ar-combustivel, resultando em cilindros de alta pressdo e velocidade de queima
rapida. A razdo de compressao do motor flex estd limitada pela resisténcia a detonagao da
gasolina que é menor do que o valor Gtimo para a operacdo em etanol (COSTA e SODRE,
2011).

Dada a alta procura por esses tipos de etanol, tanto do mercado interno quanto
externo, em 1975 foi criado o Prodlcool com objetivo de atender a esses mercados. Durante a
existéncia do Prodlcool, pode-se detectar cincofases distintas, a saber (COSTA, JUNIOR e
ARANDA, 2010).

A primeira (1975-1979) foi caracterizada por um grande esforco de producdo de
alcool anidro a partir do melago para se adicionar a gasolina. Na segunda fase houve um novo
aumento do preco do barril de petréleo. Neste periodo a produgdo de etanol atingiu 15% a
mais que a meta estabelecida. (COSTA, JUNIOR e ARANDA, 2010). Em 1986, 96% da
quota do mercado era de veiculos utilizando etanol como combustivel (COSTA e SODRE,
2011). A terceira fase conhecida como periodo de estagnagcdo durou de 1986 a 1995. Com a
queda do preco do petréleo houve o comprometimento do desenvolvimento de combustiveis
alternativos. A quarta fase de 1995 a 2000, o governo reconsiderou o Prodlcool, mas as usinas
estavam voltando sua produgdo para o aguicar e a produgdo industrial de automdveis a base de
alcool diminuiu acentuadamente (KARAN, 2006). Na quinta e atual fase surgiu a tecnologia
de carros flexfuel (motores de combustivel, que podem operar com misturas de etanol e
gasolina em qualquer concentra¢do). Consequentemente, isto impulsionou uma nova fase de
expansdo da produgdo de cana-de-acticar no pais com o objetivo de oferecer o combustivel
em larga escala (COSTA, JUNIOR e ARANDA, 2010, COSTA e SODRE, 201 1).

Atualmente, o incentivo a produg¢do de etanol em substituicdo aos combustiveis
fosseis tem sido bem diferente daquele momento do Prodlcool, pois hoje tal incentivo visa a

obtencdo do reconhecimento da tecnologia envolvida para esse fim, a utilizacdo de um



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica

combustivel limpo, proveniente de uma fonte renovavel, a preocupaciao com a qualidade do ar
e a reducdo da emissdo de CO, (LIU et al., 2009). Além disso, o estudo da fermentagdo
alcodlica € incentivado na busca de tecnologia que visa ao aumento da produtividade, a
reducdo dos custos, escolha de micro-organismos, a escolha de matérias-primas e de
biorreatores para obter melhor eficiéncia energética (LIU et al., 2009; DUARTE, 2011).

No que tange ao aumento da produtividade, em especial, o etanol de segunda
geragdo, a partir da lignocelulose, como bagaco de cana, € uma das alternativas para aumentar
a producgdo do etanol, mas ainda é oneroso, pois a bioconversdao de lignocelulose em etanol
envolve numerosos processos (KODAMA et al., 2013; ALKASRAWI et al.,, 2013). A
integracdo do processo de producdo de etanol de primeira e segunda geracdo a partir da cana
pode melhorar sua viabilidade (DIAS et al., 2013), pois o processo integrado vai exigir um
menor investimento, uma vez que algumas operagcdes poderdo ser compartilhadas entre
ambas as plantas (DIAS et al., 2009). Além disso, inibidores da fermenta¢do gerados durante
o pré-tratamento terdo efeitos menores sobre o rendimento do licor hidrolisado que sera
misturado ao caldo de cana (DIAS et al., 2012).

A partir desse contexto, portanto, pode-se ter uma ideia do quanto as pesquisas nesta
area ainda sdo de suma relevancia e do longo caminho ainda a percorrer em busca de uma
energia renovavel que seja sustentdvel, ndo onerosa e que possa atender ao mercado interno e
externo entre outras necessidades exigidas pelo mundo contemporaneo. Como a energia
renovadvel que interessa a esta pesquisa, a seguir, falar-se-d4 sobre formas de conducdo da
fermentacdo alcodlica, visto que a mesma € um caminho, bastante estudado, que culmina no

etanol.

2.2 Formas de conduc¢ao da fermentacao alcodlica

Ainda no ambito das pesquisas, mas sob outro viés, mas com o mesmo fim, o etanol,
tem-se o tema da fermentagdo alcodlica. Ela tem sido muito estudada nas dltimas décadas e,
nos ultimos 30 anos, os resultados dessas pesquisas tém revelado que os rendimentos
fermentativos obtidos tém alcancado valores muito altos, na ordem de 91% em relagdo ao
tedrico, e que pouco se tem a ganhar com melhorias neste sentido.

Contudo, no Brasil, a maioria dos processos fermentativos sdo bateladas alimentadas
e no que se refere a melhorias, ela pode existir, mas apenas no modo de operacdo, por iSso

alguns arranjos de reatores e novidades operacionais estdo sendo investigadas.
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Ainda em relagdo a fermentacao alcodlica, de uma maneira geral, ocorre em um meio
de cultura preparado para que o micro-organismo se adapte bem, nutra e se desenvolva para o
acumulo do produto desejado, o etanol. A fermentacdo ocorre no interior do biorreator, onde €
adicionado o meio de cultura e os micro-organismos que deverdo permanecer no reator até
que O processo ocorra.

Os reatores da fermentacdo, também denominados de dornas, geralmente sdo
construidos de aco, tem forma cilindrica, com altura igual a uma vez e meia ou, duas vezes, 0
seu diametro em média (LIMA et al., 2002). Normalmente sdo fechados e mantidos com a
temperatura de 32 a35°C até o final do processo, quando a concentracdo de etanol se situa
ente 7 a 12°GL. Um sistema de lavador de gases € acoplado aos biorreatores para a
recuperacao do etanol evaporado, que gira em torno de 1,5% do etanol gerado. A fermentagao
geralmente inicia com uma concentracio celular de 10°a10’ células/mL e ao final pode atingir
valores de 10® células/mL (DUARTE, LOURENCO e RIVEIRO, 2006; PACHECO, 2010).A
metodologia, o volume, a disposicdo dos reatores, a necessidade ou ndo de reciclo dos micro-
organismos e a forma de alimenta¢do do processo sdo bem variados, resultando em diversas
formas de conducdo da fermentagdo alcodlica (LIMA, 1992). Os processos fermentativos na
producdo de etanol podem serpredominantemente, batelada, batelada alimentada e continuoe

serdo apresentados e brevemente discutidos a seguir.

2.2.1 Processos descontinuos — Bateladas

Os processos descontinuos sao conhecidos como bateladas. Nestes processos, 0 meio
fermentativo, conhecido comomosto, € inoculado com os micro-organismos na dorna de
fermentacdo onde as condi¢es Otimas para o agente da fermentacdo sdo mantidas. Apds o
tempo de fermentacdo a dorna é descarregada, o meio fermentado passa para os tratamentos
finais e as dornas passam por um processo de limpeza e desinfec¢do da mesma para dar inicio
a um novo processo (CARVALHO e SATO, 2001; SCHIMIDELL e FACCIOTTI, 2001). O
processo bateladaapresenta algumas vantagens, se comparado ao continuo, como: menor risco
de contaminacdo e grande flexibilidade de operacdo. Porém, tem suas desvantagens, pois a
fermentacdo batelada apresenta varios “tempos mortos”. Tempos estes que nao sdo utilizados
para a fermentacdo, como o tempo de carga e descarga e o tempo de lavagem da mesma
(CARVALHO e SATO, 2001). Devido a baixa produtividade ao longo do processo, estimula

o surgimento de formas alternativas de conduc¢ao das fermentacdes, com intuito de diminuir
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esses tempos nao produtivos.A conduc¢do da fermentacdo alcodlica em batelada é muito Ttil
em pesquisas de laboratério e também em processos de aguardentes e na producdo de bebidas
alcodlicas(PACHECO, 2010).

Ainda no que concerne ao processo batelada, estudiosos como Choi et al.(2010),
utilizaram a fermentagdo batelada em mosto de hidrolisado de mandioca com uma levedura
hibrida (CHFYO0321) de Saccharomycescerevisiaenao floculante e Saccharomycesbayanusde
caracteristicasfloculantes, essa levedura hibrida alcangou uma produtividade de etanol de 1,38
+ 0,13 g/L.h e um rendimento de 94,2 + 1,58%, a temperatura de 32°C e pH 4,5.Essa levedura
se mostrou interessante para melhorar os processos fermentativos biotecnoldgicos, ja que
exibiu caracteristicas de fermentacdo da Saccharomycescerevisiaee a capacidade de
floculagdo da Saccharomycesbayanus.

Ja Galanakis et al. (2012), utilizaram fermentacio batelada com
Saccharomycescerevisiae imobilizada em pelletesde y-alumina para estudar a influéncia da
temperatura e da pressdo na fermentacao alcodlica. Feito isso, observaram que um aumento de
pressdo de 3 a 7 atm e uma diminuicao de temperatura de 30 a20°C reduziu a produtividade
de cerca de 50 e 70%, respectivamente.

Duarte (2011), por sua vez, imobilizou Saccharomycescerevisiae em esferas de
alginato de célcio revestida ou ndo de quitosana em processo batelada. As revestidas em
quitosana permitiram o reuso por oito ciclos de dez horas cada e atingiu um rendimento de
60,7%. Ja com a imobilizacdo apenas em alginato de célcio obteve um rendimento de 64,6%

utilizando glicose como fonte de carbono.

2.2.2 Processo em batelada alimentada

O processo em batelada alimentada com recirculacdo de leveduras € largamente
empregado no Brasil. E uma evolugio do processo desenvolvido na década de 30, do século
passado, pelo engenheiro Boinot nas Usinas de Melle, na Franga. Esse processo surgiu com o
intuito de aumentar a produtividade do processo batelada que € baixa. Ela permite o controle e
a adicdo de um ou mais nutrientes ao fermentador durante o processo de cultivo
(CARVALHO e SATO, 2001b), o que diminui a inibicdo pelo substrato. Este processo
apresenta menores riscos de contaminagdo e flexibilidade de operagdao quando comparado ao
processo continuo, permitindo a utilizacdo de biorreatores para a fabricacdo de diferentes

produtos (VIEGAS, 2003).
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Almeida (1960) descreve algumas vantagens do sistema de batelada alimentada
como, por exemplo, a economia do agucar devido a menor reprodugdo celular, levando a um
alto rendimento em etanol; eliminagdo de contaminantes pela centrifugacdo do vinho e
tratamento do leite de levedura e eliminacdo da necessidade de cultura pura na preparacdo do
pé-de-cuba. Ainda nesse sentido, paraMcneil e Harvey (1990), nos processos de batelada
alimentada com alta densidade celular, a produtividade € alta devido a grande quantidade de
células vidveis no meio de fermentacdo. Além disso, € possivel o controle da quantidade de
actcar, minimizando o efeito da inibi¢ao do substrato e permitindo a adicdo nos momentos
mais propicios da fermentac¢do, levando ao acimulo de produtos especificos.

Nos estudos de Frohman e Orduiia (2013), os pesquisadores compararam a
fermentacdo  alcodlica  tradicional com a  batelada alimentada  utilizando
Saccharomycescerevisiae ¢ mantendo altas concentragdes de agtcar no suco de uva para
analisar o efeito do estresse osmoético nas duas operagdes. Neste estudo, constatou-se que as
concentracdes finais de etanol foram semelhantes, mas a produtividade foi superior no
semicontinuo e as concentragdes dos subprodutos como glicerol, dcido acético e acetaldeido
foram menores também na batelada alimentada.

Ja Chang et al. (2012) acreditaram que no processo batelada alimentada poderia obter
uma alta produtividade da fermentacdo alcodlica utilizando uma concentracdo de glicose
elevada. Sendo assim, propuseram um trabalho no qual utilizaram a operagdo aerdbia no
inicio do processo de batelada alimentada para aumentar a formagao de biomassa e depois
utilizaram o anaerdbio para acelerar a producdo de etanol na fase posterior. Os melhores
resultados foram obtidos em uma baixa concentracdo de glicose na fase aerdbia inicial, depois
mantendo uma concentragdo alta de glicose na fase anaerdbia. Préximo do fim da operacao de
batelada alimentada, foi interessante aumentar ainda mais a concentracdo de glicose. Com
esse processo foi possivel o aumento da produtividade de etanol na fermentacdo em batelada

posteriormente (CHANG et al., 2012).

2.2.3Processo continuo

De uma forma geral, neste tipo de processo (processo continuo) nao ha interrupcoes
ao longo do processo, visto que ocorre a retirada continua do produto a uma vazao igual a da
alimentacdo, permitindo um fluxo continuo, reduzindo, assim, o efeito inibitério do etanol e

do substrato.
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O inicio de uso industrial da fermentacdo continua foi na década de 40, em paises
como Franca e Estados Unidos. Porém s6 foi estimulado apds a década de 70, com a crise do
petréleo. As primeiras instalacdes surgiram de adaptacdes no sistema batelada, através de
ligacdes entre as dornas existentes. O mosto passava pela série de dornas. A alimentacio de
mosto era feita na primeira ou na primeira e segunda dorna e o mosto fermentado na dltima
dorna era recolhido em uma “dorna de espera” onde a redugdo dos aguicares era concluida
(AMORIN, 2005).

No Brasil, os primeiros sistemas continuos surgiram em 1965, e foram
intensificados, posteriormente, com o Prodlcool. Segundo esta fonte, o primeiro sistema
continuo foi instalado em 1990, na Acguicar Guarani, porém, relata-se que em 1979, um
processo trazido da Franca foi instalado na Usina Santa Adelaide, no municipio de Dois
Cérregos—SP (AMORIN, 2005).

A fermentacdo continua normalmente tem seu inicio em um processo descontinuo,
pois se carrega inicialmente o reator com o mosto € com o pé-de-cuba, que apds um periodo
de operacdo descontinua da inicio a alimenta¢do do mosto e a retirada do produto de forma
continua na mesma vazao (FACCIOTTI, 2001). O mosto é misturado ao fermento na primeira
dorna e passard de forma continua as demais dornas, sendo a concentracdo de acucares
reduzida aos poucos. A duracdo da fermentacdo € de oito a quatorze horas, resultando num
vinho com 6 a 8% de élcool. O rendimento da fermentacdo varia de 82 a 91% em relacdo ao
estequiométrico.

Como na fermentagdo continua ocorre a retirada do produto sem interrup¢des na
mesma vazao da alimentac¢do, reduz assim o efeito inibitdrio do etanol e do substrato (WANG
et al., 2013).

Segundo Andrietta (1994), a fermentacdo continua apresenta algumas vantagens
frente aos outros processos de producao de etanol, tais como:

¢ Aumenta a produtividade do processo frente a redugdo de tempos mortos ou
nao produtivos;

e O produto saird de forma uniforme o que facilitard o projeto das operacdes de
recuperagdo do produto de interesse;

e Possibilidade de associacdo com outras operacdes continuas na linha de
producao;

® Menor necessidade no emprego de mao de obra.
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Contudo, como pontos negativos (FACCIOTTI, 2001) alguns autores comentam
sobre a dificuldade de se manter o meio estéril por muito tempo e a ocorréncia de mutantes
ndo interessantes durante o processo, podendo resultar na selecio de um mutante menos
produtivo; dificuldade de manuten¢do da homogeneidade do reator quando se trabalha com
vazdes baixas, devido a formacao de espumas; crescimento microbiano nas paredes do reator
ou nos sistemas de entrada e saida de produtos.

Independente dos aspectos negativos, alguns trabalhos cientificos nessa area tém
ocorrido, isto é, trabalhos que utilizaram o sistema continuo para fermentacdo alcdolica.
Nesse sentido, haja vista o trabalho de Vasconcelos (1998) que imobilizou
Saccharomycescerevisiaeem colmos de cana-de-acucar pela técnica de adsorcao, por imersao
do suporte em suspensao de células de concentracio de 10® leveduras/mL. O sistema continuo
manteve atividade metabdlica e rigidez por um periodo superior a uma safra sucroalcooleira e
alcancou uma produtividade de 29,64 geanol/L.h.

E ainda nessa linha de pesquisa, tem-se Wendhausem et al. (2001) que trabalharam
com um fermentador continuo e células imobilizadas, conseguindo um rendimento de etanol
de 97,3%. Esse mesmo sistema conduzido com células livres garante um rendimento menor
que 84,5%. J4 Najafpouret al. (2004) estudaram a fermentagcdo alcodlica continua com
Saccharomycescerevisiae imobilizada em alginato de célcio, atingindo rendimento de até
83,53% em relagdo ao tedrico com uma conversdo maxima de sacarose de 92,68%.Wang et
al.(2013), por sua vez, utilizaram um sistema continuo para fermentacdo alcodlica com
leveduras floculantes, utilizando dois reatores de mistura em série com recirculagdo de
células. Esse sistema foi eficaz com altas taxas de recirculacio celular com diferentes taxas de
concentracao de sacarose na alimentagdo.

E por fim, Kopsaheliset al.(2013) estudaram a fermentacao de melacode agicar de
cana comSaccharomycescerevisiae imobilizada emfarelo de graos de cevada em um sistema
continuo comparando dois biorreatores em uma torre de leito fixo e uma torre de leito fixo em
multiplos estagios. O reator em multiplos estagios alcancou melhores resultados em relagdo a
concentracdo de etanol, produtividade e conversdao. O sistema continuo utilizando o reator de
multiplos estdgios trabalhou continuamente durante trinta e um dias com melaco nao
esterilizado e ndo se observou contamina¢do, demonstrando com isso ter uma elevada

estabilidade operacional.
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2.3 Biorreatores

Biorreatores sdo reatores quimicos nos quais ocorrem reagdes catalisadas por
biocatalisadores, enzimas ou micro-organismos. Diversos tipos de biorreatores podem ser
utilizados na fermentagdo alcodlica, mas a maioria das industrias opta por reatores de mistura
sem agitagdo mecanica, por ser um reator mais tradicional e simples. Muito embora seja o
mais utilizado, os reatores de mistura apresentam um aspecto negativo, pois um problema
detectado neste sistema € a decantagc@o das leveduras na parte conica dos reatores, diminuindo
a produtividade pela falta de contato do micro-organismo com o substrato. Por isso, algumas
inovagdes tecnoldgicas t€m sido estudadas para melhorar o desempenho do processo
fermentativo (PACHECO, 2010).

No campo dessas inovagdes tecnoldgicas, Zaperlone Andrietta (1992) descrevem a
utilizacdo de varios processos de fermentacdo continua, dividindo-a em dois grupos:
fermentacdo em dorna tnica e fermentacdo em cascata. Nesta as dornas sdo conectadas em
série, nas quais o meio fermentativo passa consecutivamente de uma para outra; ja naquela,
todo o processo € realizado em dorna tnica e nela o teor de actcar e dlcool é constante.

Andrietta e Stupiello (1990) e Andrietta (1991), por outro lado, provaram em seus
respectivos estudos que a produtividade da fermentacdo alcodlica que mede a velocidade de
producdo de édlcool é maior quando se utiliza um sistema constituido de quatro reatores de
mistura perfeita com volumes diferenciados ligados em série, passando de 1,084 g/L.h para
10,092 g/L.h.

O fato de a cinética da fermentagcdo alcodlica sofrer forte inibi¢ao pelo produto,
levou a constatacdo de que a remoc¢do de etanol in situ parecia ser a melhor maneira de
minimizar este efeito, aumentando a taxa de fermentacdo e produtividade. Neste contexto,
entre muitas tecnologias disponiveis, a combinagdo de evaporag¢do e remocao do etanolcom
fermentacdo tem sido amplamente investigada (ROFFLER et al., 1984; IKEGAMI et al.,
2002; GROQOT et al., 1992; ATALA, 2004).

Nagashima et al.(1984) contribuiram com essas inovagdes quando utilizaram dois
tipos de arranjos de fermentacao alcodlica continua. O primeiro foi composto de dois reatores
torrede leito fluidizado em série e no segundo arranjo utilizou trés, todos com a relagao
diametro/altura diferentes. Ambos alcancaram uma alta produtividade cerca de vinte vezes as
obtidas por métodos tradicionais, € o sistema se manteve estivel por um longo periodo de

tempo.
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Mariano et al.(2010) otimizaram um inovador bioprocesso industrial, para a
producdo de biobutanol, empregando a tecnologia de fermentacdo continua flash, em que o
fermentador permanece na pressdo atmosférica e o caldo € circulado a uma camara de vacuo
onde o butanol € continuamente fervido. Neste trabalho a técnica de superficie resposta foi
usada para determinar as melhores faixas de condi¢des de funcionamento para maximizar o
rendimento e a produtividade do biobutanol. As faixas das condicdes ideais do processo
foram de 130 a 180 g/L de sacarose inicial; tempo de residéncia de 3,5 a 5h; vazdo para o
flash entre 400 a 500 m’/h; vazdo de purga de 25 m’/h e pressdo no flash de 6,5kPa.

E no trabalho de Kopsahelis et al.(2013), eles estudaram a fermentacdo continua do
melaco em dois tipos de biorreatores de 30 cm de altura e 9 cm de didmetro interno: o
biorreator torre de leito fixo de multiplo estigio (MFBT) e o biorreator de leito fixo (PB). O
biorreator torre de leito fixo de multiplo estagio (MFBT) consistiu em um cilindro de vidro
contendo quatro compartimentos perfurados e recheados de 50g de biocatalisador imobilizado
e o biorreator de leito fixo (PB) de mesmo tamanho contendo 200g de biocatalisador
imobilizado. Ao longo da pesquisa, foram estudadas vdrias dilui¢des de melago no intuito de
obterem melhores rendimentos.

Wang et al.(2013) utilizaram um sistema continuo formado dedois tanques agitados
de SL de volumecada, onde o meio de cultivo esterelisado, cuja fonte de alimentacioera
sacarose era alimentado. Na saida dos reatores eram acoplados um decantador para reciclar as
células de Saccharomycesdiastaticusfloculantes decantadas. Neste sistema foi estudado a

influéncia da concentragdo do substrato na alimentagao.

2.3.1 Reatores torres

Os biorreatores torres sao tubos cilindricos preenchidos com células de micro-
organismos, onde o meio a ser fermentado escoa através do leito do reator (Figura 2.1). Esses
reatores possuem vdrias vantagens em relagdo a outras configuragdes como, por exemplo, a
simplicidade do design, facilidade no controle operacional, altas taxas de reacdo com
concentracoes altas de células, facilidade de recuperaciao dos produtos, pouca necessidade de
utilizacdo de centrifugas para a separacdo de meio e células, escoamento tubular e fixagao das

particulas no leito (FERREIRA, 2003).
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Reatores torres de leito fixo tém sido amplamente utilizados em industrias quimicas,
principalmente em reacOes cataliticas. Porém, atualmente, pesquisadores tém estudado a
aplicacdo dos mesmos em processos biotecnolégicos devido a facilidade operacional na qual
0 micro-organismo atua como agente de transformacgdo. Vadrios autores utilizam esses
biorreatores com células imobilizadas (TYAGTI et al., 1992; GALASSI, 2007). A retengao das
células nos reatores € uma op¢do para aumentar a taxa de dilui¢do e de produtividade do
etanol (WANG et al., 2013)

Paiva et al.(1996) demonstraram que € possivel diminuir os custos de producdo de
etanol operando com um reator de forma continua - do tipo torre - com altas concentracdes de
células e utilizando decantadores como unidade de separacdo quando a cepa de levedura
utilizada possui caracteristicas floculantes. Neste trabalho alcancaram uma produtividade de
14.4 geano/L.h.

Viegas et al.(2002) trabalharam com dois reatores, do tipo torre, ligados em série,
utilizando leveduras floculantes e obtiveram produtividade maxima de 15,4 g/L.h, mantendo a
faixa de rendimento igual a 93%. Genisheva et al. (2013), por sua vez, estudaram o processo
continuo de fermentagdo alcodlica e malolactica sequencial para a producao de vinho, no qual
utilizaramSaccharomycescerevisiae imobilizadas em caules ou em cascas de uva para a
fermentagdo alcodlica, e as bactérias Oenococcusoeni foram imobilizadas somente em cascas
de uvas para a fermentacdo melolactica. A proposta do processo continuo integrado permitiu a

producdo de 960 mL/d de um vinho branco seco, com teor alcodlico de 13% v/v, usando dois
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reatores torres de 1,5 L de volume cada um, empacotados com 260g de casca de uva. O vinho
era de boa qualidade fisico-quimica e 67% do 4cido mélico pode ser reduzido no segundo
reator.

Liu et al. (2009) estudaram a fermentacdo de meios a base de sacarose por
Saccharomycescerevisiaeimobilizada em particulas magnéticas em reatores de leito
fluidizados estabilizados magneticamente. As particulas eram solidificadas em uma solugdo
de 2% de CaCl,o qual permaneciam estdveis e era mantida alta produgdo de etanol, atingindo
uma produtividade de 26,7 g/L..h a uma carga de particulas de 41%. Quando comparada a
producdo de etanol pelos leitos magnetizados ou ndo, a resposta foi maior no leito fluidizado
com o campo magnetizado.

Contudo, as desvantagens desses reatores estdo relacionadas a transferéncia de calor
com baixa condutividade (ANDRIETTA, 2004). Nestes reatores a taxa de reacdo pode ser
relativamente maior na entrada, pela maior concentragdao de substrato. Como o escoamento €
ascendente, a taxa de liberacdo de energia ao longo da altura do reator pode ndo ser uniforme,

sendo maior na base do reator (TOLEDO, 1999).

2.4 Caracteristicas bioquimicas da fermentacao alcoélica

As leveduras podem fazer uso tanto da fermentacdo (condi¢do de anaerobiose)
quanto da respiragdo (condicdo de aerobiose) para a obtencdo de energia através da
degradacdo de acucares. Essa energia quimica se refere as moléculas de ATP, adenosina
trifosfato. A perda de um dos grupos fosfatos libera grande quantidade de energia util,
transformando-se em moléculas de ADP que podem ser novamente fosforiladas,
transformando-se assim em novas moléculas de ATP.

A via de respiragdo para a levedura é mais vantajosa, pois leva a formacao de ATP
dezenove vezes maior se comparada a via fermentativa. Assim, em condi¢des de anaerobiose
a rota € desviada para a fermentac@o na qual a producdo de etanol € apenas uma das excretas
de todo processo (VASCONCELOS, 1998).

No que diz respeito as células de leveduras, elas necessitam de condicdes
nutricionais durante o processo de fermentacdo alcodlica, o que influencia diretamente na
multiplicac@o celular e na eficiéncia da transformacao do acticar em etanol (RIBEIRO et al.,
1987). Como fonte nutricional, estudos revelam a necessidade do nitrogénio, visto que ele é

essencial para o crescimento e multiplicacdo de leveduras, a utilizacdo dos agucares na
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geracdo de biomassa e producdo de carboidratos de reserva, o fosforo para integrar as
moléculas de ATP, o enxofre como constituinte dos aminoacidos e a influéncia dos ions
minerais (Zn, Co, Mn, Cu) na atividade enzimatica das células (AMORIN, et al., 1996;
BELLUCO, 2001).

A via fermentativa para a producido de etanol é a mais utilizada nas industrias
produtoras deste produto. A utilizacdo da cana-de-agicar comomatéria prima para
fermentacdo € a mais promissora no Brasil, pela disponibilidade do mercado e custo como ja
comentado anteriormente, visto que se trata de uma rica fonte de carbono e de alta
concentracdo de sacarose, seguida por glicose e frutose. A leveduraSaccharomycescerevisiae
€ o principal micro-organismo utilizado neste processo pela sua maior produtividade,
adequacdo ao meio e robustez (ATALA, 2004, CUNHA, 2004).

Do ponto de vista bioquimico, a fermentacdo alcodlica consiste na conversdo da
hexose em etanol. Por meio da enzima invertase essas hexoses, glicose e frutose sao obtidas
pela quebra da sacarose presente no caldo de cana. Durante o transporte para dentro das
células, essas hexoses sdo fosforiladas entrando na glicdlise, processo finalizado com a

formacao do piruvato, conforme Figura 2.2 (CUNHA, 2004).
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Figura 2.2 — Esquema da fermentacdo e da respiracaoFonte:(CUNHA, 2004)
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Embora muitos cientistas tenham estudado a produgdo de etanol por fermentacdo
com Saccharomycescerevisiae, ¢ muito importante o conhecimento de sua via metabdlica
para estudar melhorias significativas. E, em se tratando de via metabdlica, para melhor
exemplificar, a principal rota da fermentacdo € a glicolise, através da qual uma molécula de
glicose € metabolizada e duas moléculas de piruvatosdo produzidas, tal como ilustrado na

Figura 2.3.
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Figura 2.3 — Rota metabdlica do Saccharomycescerevisiae
Fonte: Bai 2008, adaptado

Em condi¢des anaerdbias, o piruvato reduz o etanol com liberacdo de CO,.
Teoricamente o rendimento ¢ 0,511 gramas de etanol e 0,489 gramas de CO, para 1,000
gramade glicolise metabolizada. Duas moléculas de ATP produzidas na glicdlise, por
molécula de glicose metabolizada, sdo usados para conduzir as reagdes de biossintese das
células de levedura. Portanto, a producdo de etanol estd ligada intimamente com o
crescimento das células. Sem o consumo continuo de ATP para o crescimento das leveduras,
o metabolismo glicolitico serd interrompido imediatamente, em virtude do actimulo
intracelular de ATP, que inibe a fosfofrutoquinase (PFK), uma das mais importantes enzimas
de regulacdo da glicélise. Por isso, as fermentagcdes com leveduras imobilizadas,
principalmente em géis, que retardam o crescimento celular, influenciam negativamente na

fermentacgdo alcoodlica (BAI et al., 2008).
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Além de etanol e CO, vérios subprodutos sdo produzidos durante a fermentacdo
alcoodlica. Um dos principais subprodutos € o glicerol. Ele € produzido a um nivel de 1,0%
(w/v) para a maioria dos processos de fermentacao alcodlica. Outros subprodutos como acidos

organicos e alcodis superiores sdo produzidos em niveis muito mais baixos.

2.4.1 Fatores que afetam a fermentacao alcodlica

Virios sdo os fatores que interferem nas reacdes catalisadas enzimaticamente € no
metabolismo celular. Fatores como concentracdo de nutrientes, de substrato e de produto,
tipos de cepas, pH e temperatura, afetam os parametros cinéticos que definem as taxas de
producdo de etanol, crescimento celular e consumo de substrato.

O etanol, por exemplo, foi o primeiro fator a ser reconhecido como téxico para a
fermentagdo alcodlica e que as leveduras dos géneros Saccharomyces e Schizosacharomyces
sdo consideradas as de melhor resisténcia ao efeito inibidor do etanol (ALVES, 1996). O
etanol € considerado um dos principais componentes toxicos da fermentagcdo alcodlica, pois
ele age como inibidor ndo competitivo da rota metabdlica. De acordo com o aumento da
concentracdo do inibidor ocorre uma queda proporcional do crescimento celular e da
producdo de etanol. (MAIORELLA et al., 1993). A diferenca de toxidade exercida pelo etanol
varia com a linhagem da levedura, temperatura, composi¢cdo do meio fermentativo, aeracao e
outros (ATALA, 2004). VERSTREPEN et al.(2010) citam que os principais efeitos de
inibicdo do etanol em Saccharomycescerevisiae foram: a inibicdo da multiplicacdo celular,
reducdo do tamanho das células, queda na velocidade especifica de crescimento, aumento da
morte celular, mudancas em estruturas celulares, afetando a integridade das membranas e
outras organelas.

Alguns estudos detectaram que o efeito toxico do etanol produzido pela fermentacio
alcodlica era superior ao efeito do etanol adicionado ao meio fermentativo
(NAGODAWITHANA e STEINKRAUS, 1976). Alguns autores suspeitaram que havia um
desequilibrio entre o etanol produzido e o fluxo de etanol através da membrana para o meio
fermentativo, o que foiconfirmado por Beaven et al., (1982) que demonstrou que as
concentracdes de etanol intracelulares eram maior que no meio externo de fermentagdo.
PorémLoureiro e Ferreira (1983) demonstraram que a membrana plasmdtica era altamente
permedvel ao etanol e o equilibrio era obtido rapidamente.

Teoricamente a inibi¢do pelo produto e substrato podem ser minimizadas pela

utilizagcdo de multiplos estagios em série. Baseado no modelo de simulacdo, o sistema em dois
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z

estdgios com separacdo de células em cada reator € mais eficiente que o fermentador de
estdgio unico e que o sistema de multiplos estdgios com separacdo somente no final do
processo (NISHIWAKI e DUNN, 1998 apud WANG et al., 2013).

Apesar de esforcos visando a utilizagdo de outros micro-organismos para a obtengao
de etanol em destilarias brasileiras, a utilizacdo da Saccharomycescerevisiaecontinua sendo a
mais adequada, pois se trata de processos ndo estéreis necessitando de leveduras robustas.
Além disso, ela se destaca pela alta eficiéncia fermentativa, crescimento rapido, habilidade na
producdo de etanole consumo de sacarose, tolerancia a altas concentracdes de etanol e a
baixos niveis de oxigénio, osmotolerincia e tolerancia a grandes variagdes de temperaturas
(ANDRIETTA et al., 2007). Algumas estirpes de S. cerevisiae, por exemplo, chegam a
produzir 20% (v/v) de etanol, enquanto outras deixam de crescer e fermentar quando atingem
6% (v/v). Contudo, apesar do crescente avango do conhecimento acerca dos alvos celulares
relacionados com a sintese etanol, os mecanismos que estdo por trds dos distintos
desempenhos das diferentes cepas de leveduras ainda estdo longe de serem esclarecidos
(FERNANDES, 2008).

Outro fator que interfere na fermentacdo alcodlica é a temperatura. Diversos
trabalhos dizem que a temperatura possui grande influéncia na cinética microbiana e
fermentativa. O aumento téxico do etanol aumenta com o aumento da temperatura, devido ao
aumento da fluidez da membrana celular e transporte das substancias toxicas para o interior
das células (PHISALAPHONG et al., 2006; FERNANDES, 2008), e especificamente para a
Saccharomycescerevisiae, na faixa de 12 a28°C o efeito téxico do etanol permanece constante
e acima disso aumenta com a temperatura (AMORIN et al., 1996).

Consequentemente, a temperatura € um dos fatores que contribui para modificar a
atividade de uma levedura, sendo seu efeito combinado com outras condi¢des ambientais,
principalmente com a concentragcao de etanol, sendo entdo a toxidade do etanol uma funcdo da
temperatura. As leveduras utilizadas nas destilarias, por exemplo, desenvolvem-se bem na
temperatura entre 30 e 33°C (AMORIN et al.,, 1996). Contudo, como todos os micro-
organismos, as leveduras s6 se multiplicam em determinada faixa de temperatura. Por isso,
existem algumas faixas de temperatura bem definidas como: a temperatura minima de
crescimento, na qual abaixo dessa ndo ha crescimento celular das leveduras; temperatura
O0tima de crescimento, na qual a taxa especifica de crescimento é méxima; temperatura
maxima de crescimento, acima nao se observa aumento do nimero celular (FERNANDES,

2008).
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Na fermentagdo alcodlica um dos objetivos € diminuir os efeitos inibitdrios presentes
e aumentar a concentracdo de etanol, o que tem sido perseguida pela industria alcooleira pela
significativa economia de energia na destilacio do etanol e no tratamento de residuos. A
fermentacdo com alta concentracdo de levedura (VHG) foi proposta na década de 80, fazendo
com que a concentracdo de etanol aumentasse drasticamente do nivel anterior, de 7-8% (v/v) a
10-12% (v/v). Pesquisas em fisiologia das leveduras constatou que algumas estirpes de
Saccharomycescerevisiae toleram potencialmente uma maior concentragdo de etanol do que
se acreditava anteriormente. Assim a fermentacdo alcodlica (VHG), utilizando altas
concentracdes de sacarose, na ordem de 250 g/L, obtém mais de 15% (v/v) de etanol. A
tecnologia de VHG foi proposta por diversos autores na década de 90 (WANG et al., 1999;
BAI et al., 2004). Dentre varias tecnologias de fermentacdo, a fermentacio VHG € muito
promissora para a aplicac¢do industrial, pois o custo de energia é o segundo custo da produgao
do dlcool, ficando abaixo somente do custo de matériaprima (BAI et al., 2008; WANG et al.,
2013).

Basso et al.(2008) observaram que em altas concentracdes celulares, altas
concentracdes de etanol e reciclagem de células levam a redug@o no crescimento dos micro-
organismos e aumentam a conversao de sacarose em etanol, levando a rendimentos em torno
de 90 a 92% do valor tedrico.

Nos processos de operacdo de fermentacdes com alta densidade celular, as leveduras
floculantes demonstraram-se muito aptas. As leveduras sdo completamente preservadas no
reator para manter a alta densidade celular e alta taxa de fermentacdo. Uma elevada densidade
celular estd relacionada a uma alta produtividade nos processos biotecnolégicos
(DOMINGUES, 2001). Na tentativa de reter as células nos fermentadores para a producdo de
etanol, alguns trabalhos estudaram a imobilizacdo das células de Saccharomycescerevisiae
utilizando gel como suporte, mas esse tipo de suportendao é uma boa opcao, pois restringe o
crescimento das células de leveduras (BAI et al., 2008). Uma possivel alternativa para manter
alta concentracdo celular no interior dos reatores foi utilizar a filtracdo por membranas
seguida por reciclo, mas isso aumentou os custos do processo. Assim, a utilizacdo de
leveduras floculantes tem se mostrado uma boa alternativa devido a sua simplicidade e baixo
custo, ndo havendo a necessidade de suporte (DOMINGUES, 2001; ANDRIETTA et al.,
2008; SOARES, 2010).

O custo adicional do material de suporte, o potencial de contaminacdo de alguns
materiais de suporte e a dificuldade no controle da contaminacdo de micro-organismos fazem

das células imobilizadas algo economicamente inaceitivel. Por outro lado, as células
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floculantes, auto imobilizadas podem efetivamente superar esses inconvenientes (BAI et al.,

2008).

2.4.2 Leveduras floculantes

As leveduras sdo micro-organismos eucaridticos € formam uma das classes mais
importantes dos fungos. As células Saccharomycescerevisiae apresentam-se normalmente na
forma unicelular, tipicamente esférico ou oval, ndo filamentoso, com 2 a 8 micrometros de
diametro. Estas células se reproduzem basicamente por brotamento, onde a célula mae da
origem a uma nova célula (STECKELBERG, 2001; MISSAWA, 2009). Estes micro-
organismos anaerdbios facultativos adaptam-se em condi¢des tanto de aerobiose como de
anaerobiose. Tanto na presenca de oxigénio livre como na sua escassez, uma série de reagoes
ordenadas ocorrem no interior das leveduras, reagdes estas catalisadas por enzimas da propria
célula e que ttm como meta a obtencdo de energia quimica através da degradacdo de
acucares. Industrialmente, condicdes sdo criadas para que as leveduras possam se desenvolver
e, paralelamente, produzir etanol em quantidade economicamente vidvel.

Entre muitos micro-organismos que tem sido explorados para producdo de etanol,
Saccharomycescerevisiae ainda permanece como a melhor espécie em muitos aspectos.
Zymomonasmobilis também tem sido intensamente estudada nas ultimas trés décadas (BAI,
ANDERSON e MOO-YOUNG, 2008). O grande sucesso da S. cerevisiae na industria de
biotecnologia é devido a alta capacidade de produzir etanol e diéxido de carbono a partir de
acucares. Possui importantes caracteristicas, como tolerancia a baixos valores de pH e alta
concentracdo de acuicar e etanol, propriedades como alta competitividade perante
contaminacdo (bacteriana ou por outras leveduras) na fermentacdo industrial e alta resisténcia
a inibidores presentes na biomassa hidrolisada, além da capacidade de crescer
anaerobicamente (MISSAWA, 2009).

A floculagdo pode ser definida como a capacidade de certas linhagens de se
agregarem espontaneamente € ndo sexualmente em massas multicelulares, como
consequéncia essa massa pode ser facilmente separada como visto na Figura 2.4
(DOMINGUES, 2001). Na natureza, este tipo de célula de levedura € tecnicamente uma
autoimobiliza¢do, o que parece ser superior as tecnologias de imobilizacdo a suportes, pois
ndo existe a necessidade do uso desses suportes que possuem particularidades de retengdo das

células em seu interior, podendo ter um tempo de retengdo menor que o esperado. Além disso,
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¢ facil a manuten¢do da concentracdo de biomassa dentro das dornas (BAI et al., 2008). E a
principal vantagem das células floculantes € a capacidade de serem recuperadas pela
sedimentacdo no lugar da centrifugacdo, muito empregada para as células livres, poupando
capital de investimento para as centrifugas, bem como o consumo de energia para a
centrifugacado (BAI et al., 2008).

Quanto ao mecanismo fisico através do qual ocorre a floculagdo, ele ainda nao é
totalmente reconhecido, mas existem algumas teorias que tentam explicar o fendmeno. Na
teoria “lectin-liketheoryoffloculation”, por exemplo, sugere-se que as proteinas de superficies
das leveduras floculantes funcionem como lectinas e se liguem a carboidratos na parede
celular das células vizinhas (mananas), enquanto as leveduras normais possuem apenas

carboidratos em sua parede celular (MIKI et al., 1982).

Figura 2.4 - Células floculantes de Saccharomycescerevisiae observadas em microscopia
eletronica de varrimento (barra corresponde a 10 pm).Fonte: (DOMINGUES, 2001).

Além do mecanismo fisico capaz de ligar as células, as leveduras sdo influenciadas
pela sua genética e fatores externos, como a presenca de cdlcio, etanol, nutrientes, pH e
temperatura (DOMINGUES 2001; VERSTREPEN et al., 2003). Os fons cdlcio permitem a

lectina atingir sua forma ativa, conforme Figura 2.5.
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Figura 2.5 - Mecanismo da teoria da lectina na floculacio da levedura
Saccharomycescerevisiae. (a)ions de calciopermitem que aslectinasalcancemsua
conformacdoativa e(b)as lectinasativam a floculagdo. Fonte: Soares (2010).

Assim como outras proteinas, as floculinas sdo codificadas por genes especificos
denominados FLO (CUNHA, 2004). A lectina de floculagao pode corresponder aos produtos
dos genes de floculacdo dominantes, tais como FLO1 e genes relacionados, que ja ha algum
tempo se sabe que estdo relacionados ao processo de floculagio (DOMINGUES, 2001). A
FLO1 é uma proteina estrutural localizada na superficie da célula de levedura, diretamente
envolvida no processo de floculacao (BIDARD et al., 1995; BONY et al., 1997). A sequéncia
de aminodcidos deduzida do gene FLOI revelou uma proteina rica em serina e treonina,
sugerindo que a proteina FLO1 é uma proteina integral da membrana e um componente da
parede celular (WATARI et al., 1994).

Sob outro aspecto, no estudo de Stratford (1989) verificou-seque a agitacdo mecanica
€ requerida para superar a repulsdo eletrostética entre as células. A mudanca de pH, segundo
Calleja (1987), acarreta um efeito profundo na floculagdo, sendo o pH 6timo dependente de
cada cepa.

Quanto a floculagado, ela requer a presenca de proteinas e receptores de ions na
superficie celular, sendo a floculagdo uma propriedade intrinseca da parede celular. No

entanto, ndo se sabe como fatores regulatérios agem nos genes envolvidos na produgdo de
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proteinas e como estas se tornam receptoras, sendo a regulacao da floculagcdo um desafio até o
momento (STAN e DESPA, 2000).

Ainda no que se refere a floculacdo, a presenca de fons no meio fermentativo € uma
das caracteristicas importantes do processo de floculacdo de Saccharomyces que ja foram
identificadas, pois ions Ca®* sdo necessdrios para induzir o processo; fons Na* e alguns tipos
de acticares tém um efeito inibitério na floculacdo. A floculagdo € afetada pelas condi¢des do
meio de cultivo e estd fortemente relacionada com o aumento da hidrofobicidade da parede
celular. A floculacdo de leveduras consiste em uma interagdo entre as paredes celulares nas
quais as interacdes em que fons Ca®* atuam como cofatores ativando o processo (TEIXEIRA
et al., 1995).

Nesse sentido, o trabalho de Machado et al. (2008) utilizou a capacidade de
leveduras cervejeiras de Saccharomycescerevisiae de flocular na presencga de ions para utiliza-
las na biorremediacdo de efluentes como um sistema de separagdo barato, natural e eficiente.
Os autores utilizaram um efluente carregado de metal o qual passava através de uma série de
lotes sequenciais, foi possivel alcancar depois do segundo lote, niveis de concentracdo de
Ni**, um dos fons que necessitava que sua concentracio fosse diminuida, abaixo do limite

legal de descarga de dguas residuais no sistema fluvial.

2.5 Capacidade fermentativa

Existem vdrias técnicas tradicionais de identificacdo de leveduras, mas apesar da
importancia em identifica-las, elas sdo incapazes de fornecer caracteristicas de largo interesse
industrial no que se refere, por exemplo, ao seu comportamento fermentativo, na producdo do
etanol. Entretanto, em 1995, Andrietta et al. propuseram uma diferenciacdo de leveduras
baseado no seu potencial fermentativo. O método de classificagdo das leveduras para a
fermentagdo alcodlica foi proposto por Andrietta et al. (1999) que utilizaram alguns
parametros que levam em consideragdo as caracteristicas cinéticas, de rendimento e
produtividade (STECKELBERG, 2001; MIGLIARI, 2001; GUIDINI, 2013). A capacidade
fermentativa classifica as leveduras baseadas nos seguintes parametros:

- Rendimento celular (Yx/s): Esse valor € a relagdo da massa celular produzida e da
massa de substrato consumida. Um valor alto do rendimento celular indica um desvio do

acucar para a producao de células. Esta producdo excedente de células pode ser utilizada para
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a producdo de racdo animal, visando assim o reaproveitamento de um subproduto gerado
durante a producdo de etanol.

- Rendimento em etanol (Ypss): O rendimento em etanol expressa a massa de etanol
produzida em relacdo a massa de substrato consumida. Este pardmetro € considerado um dos
mais importantes para a industria, pois ele determina o rendimento da fermentacdo alcodlica,
ou seja, o potencial que a levedura tem para produzir etanol em determinada condi¢do.

- Produtividade (@): Este pardmetro também é muito importante na fermentagao
alcodlica, pois permite determinar a velocidade de transformagdo do substrato em etanol. A
produtividade € expressa em massa de etanol produzida (g) por volume de meio (L) por
unidade de tempo (h). Quanto maior for a produtividade, menor serd o tempo do processo,
mostrando que a levedura escolhida se adequou ao processo.

- Nivel de Conversdao de Substrato (NCO): A unidade é expressa em % (g de
substrato consumido em relacdo ao substrato inicial). Além de estar vinculada a velocidade de
consumo do substrato, este parametro indica a afinidade que o micro-organismo tem com o
substrato, ou seja, a capacidade que o micro-organismo possui de crescer em baixas
concentracdes de agucares.

- Velocidade de consumo de substrato (VCS): Este parametro indica a velocidade
com que a levedura consome o substrato disponivel e € expressa em massa de substrato
consumido (g) por volume de meio (L) e por unidade de tempo (h). Quanto maior for este

parametro, melhor serd o micro-organismo escolhido para o processo.
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3.1 Material

O material utilizado no trabalho estao especificados.

3.1.1 Unidade experimental

Foram utilizados neste trabalho de fermentacdo alcodlica com leveduras floculantes
alguns arranjos de reatores especificos para os estudos em questdo. No inicio, com objetivo de
caracterizar a cepa e analisar seu comportamento, foram realizados testes em batelada
empregando um reator torre com recirculagio, de volume util de 3L, com uma camisa para
controle de temperatura, a qual foi mantida a 32 + 0,2°C. O efluente do reator alimentava um
erlenmeyer, a partir do qual uma bomba de deslocamento positivo promoviaa recirculacdo do
meio em fermentacdo para o reator, cujo objetivo era promover a mistura no sistema, como

mostra a Figura 3.1.

Figura 3.1 - Sistema de fermentacio em batelada utilizando um reator torre de 3L de volume
util.

No intuito de verificar o controle da contaminagdo com bactérias presentes nos
caldos-de-cana, foram realizados testes em sistema de batelada em reator de mistura. O reator
utilizado foi um fermentador Biostat M (B. BraunCo., Alemanha) operado em batelada e com
volume util de 2L e operado com 1,5L de meio (Figura 3.2). Este reator € dotado de camisa
para recirculacdo de dgua proveniente de um banho termostatizado, no qual foi mantida a

temperatura constante em 32 + 0,2°C em todos os ensaios.
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Figura 3.2 - Fermentador Biostat M B. Braun.

E, finalmente, foi utilizado o sistema de reatores nos experimentos de fermentacdo

alcodlica continua, composto dedois reatores tubulares de bancada, do tipo torre,ligados em

série, de escoamento ascendente, com capacidade util de 3L cada e dotados de camisa para

controle de temperatura. Foram estudados e testados vérios arranjos operados continuamente,

visando obter um bom funcionamento do sistema:

Um reator sem recirculacio de células;

Um reator com um decantador na saida do reator, do qual uma corrente de
células decantadas era recirculada e o efluente constituia o mosto fermentado
ou vinho;

Dois reatores em série sem recirculacdo de células;

Dois reatores em série com um decantador de volume util 1 L na saida do
primeiro reator, recirculacdo de células decantadas do decantador para o
primeiro reator e o sobrenadante enviado para o segundo reator, do qual saia
a corrente de mosto fermentado;

Dois reatores em série com um decantador de volume util 1 L na saida do
primeiro reator, recirculacio de células decantadas do decantador para o
primeiro reator e o sobrenadante enviado para o segundo reator, do qual a
corrente efluente era enviada a um segundo decantador de volume dtil 1 L, do
qual as células decantadas eram recicladas ao segundo reator e o

sobrenadante constituia 0 mosto fermentado. O esquema final do processo é
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apresentado na Figura 3.3, com reatores torre de 75 cm de altura e com 7,5

cm de didmetro interno com volume util de 3L cada.

Figura 3.3 - Sistema de fermentagdo de dois reatores torres conectados em série
comdecantadores. (1 — tanque de alimentagdo; 2 — bomba; 3 — primeiro reator; 4 — decantador;
5 — segundo reator; 6 — tanque de vinho).

3.1.2 Micro-organismos

Os micro-organismos utilizados foram leveduras Saccharomycescerevisiaede
caracteristicas floculantes, sendo cinco delas (C14, C19, C2/95, C2/00 e C4/00) doadas pelo
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) e uma
selecionada na Usina Junqueira (COSAN), doada pelo Centro de Tecnologia Canavieiro
(CTC).

A cultura das leveduras foi mantida nos estados liquida e sd6lida. Ambas as culturas
foram mantidas em refrigerador a 7 £ 1°C, e eram repicadas semanalmente em meio liquido e

mensalmente em meio solido.

3.1.3 Meio de cultura

A composi¢do do meio de culturapara as leveduras consistiu-se de sacarose em
concentracdes variadas, KH,PO4 (5 g/L), MgSO47H,0 (1 g/L), [NH4],SO4 (2 g/L) e extrato
de levedura (6 g/L) (PACHECO, 2010). Todos os reagentes utilizados foram de grau

analitico, com excecdo do agucar, o qual foi substituido pelo agtcarcristal comercial.
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Em alguns testes finais para a verificacdo da efici€éncia do sistema fermentativo em
condi¢des industriais, foram utilizados caldo-de-cana e melago, provenientes da usina

Arapora Bioenergia, Arapora, M.G.

3.2 Metodologias

3.2.1 Analise das concentracdes de acicares e alcool

As concentracdes de agucares (glicose, frutose e sacarose), etanol e glicerol foram
analisadas por cromatografia liquida de alta eficiénciaem todos os experimentos. O processo
cromatogrifico consiste na particdo dos componentes de uma mistura entre a fase mével e a
fase estaciondria. A amostra foi diluida, filtrada e injetada no sistema cromatogréfico, marca
Shimadzu, modelo LC-20* Prominence, coluna SUPELCOGEL Ca, na qual os componentes
sdo separados e detectados por refracdo de luz. A solucdo de arraste utilizada foi 4gua
deionizada, o fluxo de bomba 0,5 mL/min, temperatura do forno de 80°C e volume de injecdo

de 20 microlitros.

3.2.2 Concentracao e viabilidade celular de leveduras

A concentracdo celular foi obtida por massa seca, as amostras foram retiradas do
reator, lavadas com dgua por trés vezes, filtradas a vidcuo em papel de filtro e colocadas em
estufa a uma temperatura de 80°C até que sua massa permanecesse constante. A massa seca
era obtida pela diferenca entre a massa final e a massa do papel de filtro.

A quantificac@o de células vivas e mortas foi realizada por contagem em camara de
Neubauer. As amostras foram retiradas do reator e diluidas com solu¢do 5 mM de EDTA em
tampao citrato pH 3, mantidas nestas condi¢des por 30 minutos para desfloculagdo das
células, para possibilitar a contagem das mesmas(MATSUMOTO et al., 2002).

A técnica de coloragdo com azul de metileno consiste em se misturar partes iguais da
suspensdo de levedura (amostra), adequadamente diluida, e da solucdo corante (azul de
metileno). As células com alta atividade fisioldgica ndo se colorem, enquanto as células

inativas (mortas) apresentar-se-ao coloridas de azul. A porcentagem ou o numero de células
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vidveis € determinada transferindo-se, com uma pipeta de Pasteur, a amostra para a camara de

Neubauer e para depois ser visualizada no microscépio com aumento total de 400X.

3.2.3 Quantificacao de bactérias (técnica da microgota)

A contaminag@o bacteriana foi controlada durante os processos fermentativos e a
contagem das unidades formadoras de col6nias por mL (UFC.mL™") foi realizada pela técnica
da microgota em plaqueamento. Neste procedimento, a amostra de meio fermentativo retirado
ao longo da fermentagdo foi diluida de forma seriada em propor¢des de 1:10, em uma solugao
salina estéril, preparada com 0,85% de NaCl. Nos tubos de ensaio foram colocados 9,0 mL de
solucdo salina contendo 0,3 a 0,5% de Tween 80 e 1,0mL da suspensdo a ser diluida
sequencialmente até que se alcancasse dilui¢do de 1,0 x 10"°. O Tween foi acrescentado na
solucdo salina para maior dispersao da microgota.

O meio de cultura utilizado para a andlise de viabilidade celular de bactérias foi o
proposto pela Fermentec para plaqueamento com bactérias l4cticas totais, por ser as bactérias
lacticas as mais comuns presentes na contaminacao do caldo de cana, a composi¢do do meio

esta apresentada na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 -Composi¢aodo meio de cultura para realizacao do plaqueamento.

Composto Concentracao (g/L)
Peptona 10,0
Extrato de carne 5,0
Extrato de levedura 5,0
Glicose 20,0
Fosfato bibasico de potassio 2,0
Acetato de sodio 5,0
Citrato bibasico de amonio 2,0
Sulfato de magnésio 0,1
Sulfato de manganés 0,05

Agar 15,0
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Neste meio foi acrescentado 20 ppm de Nistatina para a melhor contagem das
bactérias, pois ele inibe o crescimento de leveduras.

Antes de colocar o meio sobre as placas de Petri, estas foram marcadas com pincéis
atOmicos em sua parte inferior dividindo-as em quatro partes.Posteriormente, o meio foi
colocado em placas de tal forma a fazer com que o fluido formasse um pequeno filme sobre a
superficie do vidro. Para que a superficie do filme secasse, as placas foram expostas sem
tampa sob luz UV. Ao término desse periodo, as placas estavam aptas a serem utilizadas nas
andlises.

Na superficie do meio,dividida em quatro partes, dividida pela marcagdo com pincel
atobmico, foi depositada uma microgota de 10 uL. em cada % da placa referente a mesma
diluicdo. Assim que cada uma das microgotasera colocada, foram realizados suaves
movimentos circulares com a placa de Petri sobre uma superficie plana e lisa, para que estas
microgotas se espalhassem melhor sobre o meio. Todo o material utilizado foi esterilizado
previamente em autoclave.

Apés a incubagdo, realizou a contagem propriamente do nimero de unidades
formadoras de colonia. Como em uma tunica placa houve quatro contagens diferentes para
uma mesma diluicdo, contou-se cada uma dessas quarto partes, e tirou-se a média aritmética
para determinar o nimero de coldnias a que correspondiam aquela dilui¢do. A placa cuja
contagem esteve em uma faixa de 5 a 100 colonias por microgota foi considerada nos
calculos, as outras foram descartadas. De acordo com o nimero médio de coldnias formadas e
sua dilui¢do, foi possivel determinar o nivel de contaminacdo presente naquela amostra

(ROMEIRO, 2009).

3.3 Capacidade fermentativa

A capacidade fermentativa é um sistema de classificacdo de leveduras que leva em
consideracdo as caracteristicas cinéticas, de rendimento e produtividade das linhagens. Para
esta pesquisa, a capacidade fermentativa foi realizada em Shaker com controle de temperatura
a 32°C e agitacao de 150rpm, em triplicata para cada cepa, em frascos de erlenmeyer de 250
mL, contendo 100 mL de meio de cultivo estéril. O fechamento dos frascos foi feito com
rolha de algoddo para que a saida do CO, produzido durante a fermentacdo ocorresse.
Primeiramente, as culturas celulares foram repicadas do meio sélido e meio liquido com

aumento progressivo de volume dos erlenmeyers, até obter quantidade de células decantadas
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para realizar o estudo da capacidade fermentativa com um volume inicial de células igual a
10% (v/v), de maneira que a concentracdo inicial de células fosse igual a 10® células/mL.

Inicialmente e apds o tempo de incuba¢do de 24 h,foram analisados o teor de
sacarose residual e etanol por cromatografia liquida e a concentracdo celular obtida por
contagem em camara de Neubauer e por massa seca (STECKELBERG, 2001). Neste sistema
de classificagdo,foram utilizados seis pardmetros sequenciais para a definicdo do grupo de
cada cepa, sdo eles: Rendimento Celular (Yys), Velocidade de Consumo de Sacarose (VCS),
Nivel de Conversao de Substrato (NCO), Produtividade (@) e Rendimento em Etanol (Yp/s).

Cada parametro contempla trés faixas distintas de valores, sendo: alta, média e baixa.
Estas faixas foram definidas de acordo com experiéncias adquiridas em trabalhos anteriores,
mostrados na Tabela 3.2 (ANDRIETTA et al. 1995; ANDRIETTA et al. 1997; MIGLIAR]I,
2001).

Tabela 3.2- Limites das faixas de variagdo dos niveis alto, médio e baixo dos pardmetros
utilizados na classifica¢io das cepas isoladas.

A Nivel , L 2. Nivel
Parametro Alto Nivel médio Baixo
Yp/s
(Zet/gsac) > 0,044 0,044-0,041  <0,041
Yx/s
(8ear/Gsac) > 5,7 5,7-5,2 <52
PROD
(ge/Lh)  >985 98,5-90 <90
VCS
(8sac/L.h) >2,4 2,4-2,2 <22
NCO
(%) > 0,45 0,45-0,42 <042
Yp/s

(8et/Bsa)  >055  0,55-045 < 0,45

Os parametros foram calculados pelas seguintes Equagdes:

Rendimento Celular (Yys)

_ MX
x/s MS

Onde,

3.1

Y .
/s = Rendimento celular (gcélulas/ gsubstrato);

MX = Massa celular produzida (g);
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MS =Massa de sacarose consumida (g).

Velocidade de Consumo de Substrato (VCS)

SAC
V., *tf

VCS =

Onde,

VCS = Velocidade de consumo de sacarose (g/L*h);
SAC= Massa de sacarose consumida (g);

V= Volume de meio (L);

tr= Tempo de fermentacgdo (h).

Nivel de Conversao de agicar (NCO)

MS, - MS,
NCO =—"—-L100
MS

Onde,
NCO = Nivel de Conversdao de ART (%);
MS;= Massa de sacarose inicial (g);

MSi= Massa de sacarose final (g).

Produtividade (@)

ETOH
V., *

0 = (3.4)

Iy

Onde,

¢= Produtividade (g/L*h);
ETOH= Massa de etanol (g);
V= Volume de meio (L);

tr = Tempo de fermentacao (h).

(3.2)

(3.3)
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Rendimento em etanol (Y )

_ ETOH

Yp/s_ SAC (35)

Onde,

Y,,, = Rendimento de produto (etanol) (g de etanol/g de substrato);

ETOH= Massa de etanol (g);
SAC = Massa de sacarose consumida (g)
Com os resultados dos parametros analisados no estudo da Capacidade fermentativa,

foi realizado um teste de Tukey para avaliacdo das médias obtidas.

3.4 Estudo da morfologia das cepas

As seis cepas (C2/00; C4/00; C2/95; CTC; C19 e Cl14) floculantes de
Saccharomycescerevisiae foram analisadas quanto a sua morfologia colonial através do
espalhamento das cepas em estrias nas placas de Petri com o meio WLN
(WallersteinLaboratoryNutrientMedium) com o auxilio de al¢a. As placas foram mantidas em
estufa a28°C por quatro dias.

O meio WLN é um meio bdsico para leveduras que evidencia as diferentes
morfologias das colonias e a producdo de 4cido pelas mesmas, através da viragem do
indicador verde de bromocresol. A composicdo deste meio é: glicose 50 g/L; KH,PO,4 0,55
g/L; KC1 0,425 g/L; CaCl,. 2.H,0 0,125 g/L; MgSO4 7.H,0 0,125 g/L; FeCl, 6.H,O 0,0025
mg/mL; MnSO,. 4.H,0 0,0025 mg/mL; caseina hidrolisada enzimaticamente 5g/L; extrato de
levedura 4 g/L; agar 20g/L; verde bromocresol 0,022 g/L; 4cido nalidixico 0,05 mg/mL;
ampicilina 0,05 mg/mL.

3.5 Estudo da influéncia do pH no desempenho da cepa C2/00

O procedimento experimental foi realizado em triplicata e consistiu em preparar
vinte e umerlenmeyers de 250 mL, com 150 mL de meio estéril, nos valores de pH definidos
para cada experimento, com concentracdo de sacarose de 180 g/L. Cada erlenmeyer foi
inoculado com 15 mL de suspensdo celular, obtendo uma concentragdo celular de 108
células/mL. O pH do meio foi ajustado no inicio da fermentagdo com 4cido cloridrico 2 M ou

hidréxido de s6dio 1 M e os valores estudados de pH foram:2,5; 3,0 ; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0 e 6,0.
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O tempo de incubagdo foi de vinte e quatro horas em mesa rotatdria al00rpm e temperatura

28°C.

3.6 Influéncia da temperatura na floculacao de Saccharomycescerevisiae (C2/00)

As fermentagdes alcoodlicas foram realizadas em erlenmeyers com meio de cultura
em uma concentrac¢ao inicial de sacarose de 160 g/L, em mesas rotatérias com agitacdo de
100 rpm, durante 10 horas. A reduc@o da concentracdo de sacarose inicial para 160 g/L nos
testes preliminares subsequentes, foi baseada na quantidade alta de actcar residual encontrada
nos experimentos da influéncia do pH. A concentracao inicial de leveduras foi de 10% (v/v), o
que correspondia a 10® células/mL. As temperaturas estudadas foram 20, 25, 30, 32, 35 e
40°C. No final da fermentacdo foram analisadas qualitativamente o formato dos flocos das

leveduras e o rendimento, produtividade e concentragao residual de sacarose.

3.7 Influéncia da agitaciao na floculacao de Saccharomycescerevisiae(C2/00)

Nos experimentos para estudar a influéncia da agitacao nos flocos das leveduras com
caracteristicas floculantes, utilizou-se erlenmeyers e mesas rotativas nas seguintes agitacoes, a
saber: 50, 100 e 150 rpm. As fermentagdes utilizaram meio sintético com concentracdo de
sacarose de 160 g/L, pH 4,5, temperatura de 32°C e concentragdo celular de 10% (v/v)
durante quinze horas. A andlise qualitativa foi realizada por fotografias e observagdes do
tamanho dos flocos e a uniformidade dos mesmos. Além disso, foideterminadoo rendimento,

a produtividade e a concentragao residual de sacarose da fermentacao.

3.8 Velocidade especifica de sedimentacao.

Os testes de floculagdo foram realizados de acordo com o método descrito por
Strattford eKeenan (1988). As seis cepas C2/00, C19, Cl14, C4/00, CTC e C2/95 foram
estudadas em fermentacdes realizadas em erlenmeyers com 100 mL de meio a 160 g/L. de
concentracdo de sacarose inicial, inoculadas com células correspondentes a 10% do volume
do meio. Apés a fermentacdo, 40 mL do meio fermentado foi centrifugado a 4000 rpm por

cinco minutos. A massa de células precipitada foi resuspensa em dgua e recentrifugada por
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duas vezes. Um grama de precipitado foi diluido em 100 mL de dgua, submetido a uma
agitacdo intensa e realizada a leitura em espectrofotometro a um comprimento de onda de 600
nm durante dez minutos, em intervalos de trinta segundos.

A velocidade especifica de sedimentagdo foi obtida pela Equagao (3.6).

)
VES _\ Abs) (3.6)

t—t,
Onde: VES =velocidade especifica de sedimentagdo
Abs = absorbancia

t = tempo

39 Estudo da influéncia do pH na velocidade de sedimentacdo de
Saccharomycescerevisiae C2/00

O estudo da sedimentagdo da levedura C2/00 foi realizado em diferentes valores de
pH, com o objetivo de verificar qual o valor de pH no qual a levedura obtém maior velocidade
de sedimentacdo. Os valores de pH estudados foram 3; 4; 5; 6 e 7. Os experimentos foram
realizados em triplicada e conduzidos em erlenmeyer de 500 mL, sendo 300 mL de meio
fermentativo de concentracgdo inicial de sacarose de 160 g/L, com concentragdao celular de
15% (v/v) em relacdo ao volume do meio fermentativo, e duracdo da fermentacdo de quinze
horas a temperatura ambiente e agitacdo de 100 rpm em mesa rotatéria. Apds a fermentagdo
foram retirados aliquotas de 30 mL do vinho fermentado e centrifugadas a 8000 rpm por cinco
minutos. O precipitado formado foi ressuspendidoduas vezes em dgua destilada e novamente
centrifugado. O pH da 4gua destilada foi ajustado para cada experimento com HCIO,5 M e
NaOHO0,5 M. Posteriormente foi retirado um grama de precipitado e diluido em 100 mL de
dgua destilada com seu respectivo pH ajustado. Esta dilui¢do sofreu forte agitacdo e
rapidamente foi acompanhada a absorbancia, durante dez minutos (de trinta em trinta
segundos), em um comprimento e onda de 600 nm. A velocidade especifica de sedimentacdo

(VES) foi calculada pela Equagdo 3.9 (VIEGAS, 1999; VIEGAS, 2003).

3.10 Estudo da velocidade de sedimentacio em proveta

O estudo da sedimentacdo em proveta foi realizado com meio fermentativo do

interior do primeiro decantador, ou seja, aquele colocado para a recirculacdo de células



40
Capitulo 3 — Material e Métodos

noprimeiro reator torre, conforme Figura 3.3.Esse meio utilizado no ensaio,foi retirado do
decantador no experimento utilizando tempo de residéncia de seis horas em estado
estaciondrio e colocado em uma proveta de 500 mL. O vinho contido na proveta foi
homogeneizado e depois deixado em repouso para a realizacdo da leitura da posi¢do de

sedimentacdo em funcdo do tempo.

3.11 Sistema de fermentacao em batelada

Foram realizados testes em batelada, em um fermentador torre, para estudar o efeito
do reciclo de células e o comportamento da mesma. Em batelada, também em um fermentador

de mistura, estudou-se o controle da contaminagao por antibiéticos naturais e comerciais.

3.11.1 Estudos da fermentacao em um reator tipo torre em batelada

Os experimentos foram realizados em um reator tubular de bancada, do tipo torre,
com capacidade util de 3L, encamisados, e que manteve sua temperatura constante em 32 +
0,5°C. A fermentacdo foi em batelada com concentragao inicial de sacarose igual a 160 g/L,
em escoamento ascendente, e o meio de cultura encontrava-se com pH inicial ajustado a 4,5.
A recirculacdo de meio e células foi realizado com a ajuda de um erlenmeyer de capacidade
de 2,5L, o qual recebia a corrente de saida do topo do reator. Esta era agitada no interior do
erlenmeyer com ajuda de um agitador magnético para manter a uniformidade do meio. Com
auxilio de uma bomba de deslocamento positivo, esse meio agitado era inserido no fundo do
reator torre completando o ciclo da recirculacio e mantendo a fermentacdo sob agitacdo.
Foram utilizadas duas vazdes de recirculagdao, 6 mL/s e 30 mL/s.

O volume de indculo correspondia a 30% do volume total do reator, com
concentracio de células 1.10° células/mL. Foram feitas andlises nos trés pontos do reator
(entrada, parte central e saida), e os parametros avaliados foram: consumo de sacarose,

concentracdo celular e produgdo de etanol.
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3.11.2 Estudo da utilizacao de antibidtico natural e comercial para controlar a
contaminacio da fermentacao alcodlica com leveduras floculantes

O objetivo do estudo da utilizacdo de antibidtico natural e comercial, com o intuito
de controlar a contaminag¢do da fermenta¢do alcodlica com leveduras floculantes, foi verificar
a influéncia destes antibidticos nas leveduras com caracteristicas floculantes. Os agentes
antibacterianos utilizados nos processos fermentativos foram um antibidtico natural Beta Bio
(Hopsteiner Trading (Zhuhai) Co.,Ltda.), um extrato de ldpulo, predominantemente com [-
acidos 45 = 15% dissolvido em propileno glicol de grau alimenticio 35 + 5%, o antibidtico
comercial Kamoran (Quimica Real Brasil), ampicilina e dcido nalidixilico.

O contaminante foi obtido através da exposicdo do caldo de cana ao ambiente
durante sete dias, fazendo com que o caldo fosse contaminado naturalmente. Este caldo
contaminado foi centrifugado, decantado e a fase decantada (cultura mista) foi armazenada a
5°C e depois adicionada ao decantado celular de Saccharomycescerevisiaefloculante. O
decantado celular utilizado foi de 150 g o qual corresponde a 10% (v/v) do reator. Esse
decantado celular tem uma contaminagio de 10'® UFC/mL e concentracdo de leveduras de 10°
células/mL.

A contaminacdo nas fermentacdes foi estudada em batelada, com concentracdo
inicial de sacarose 160 g/L,em um fermentador Bioflo 110, de volume util igual a 1,5 L,
controlando a temperatura em 32 + 0,5°C e uma agitacdo de 50 rpm. Foram realizadas
fermentacdes com contaminacdo induzida para a verificacdo da eficiéncia dos antibidticos,
assim, foram realizadas fermentacdes com a levedura floculante sem e com a presenga de
contaminacdo induzida. Na tentativa de controlar a contaminagdo foram testadas as
concentracdes 1, 3 e 6 ppm de Kamoran; 5, 20, 35 e 45 ppmde Beta Bio e 50 ppm de
ampicilina e 4cido nalidixico. As concentracdes dos antibidticos correspondiam ao
recomendado pelo fabricante e apds os resultados alguns valores proximos foram testados.

Durante o processo fermentativo de dez horas foram analisados o rendimento, a
produtividade da fermentacdo alcodlica e a contagem de células contaminadas por meio de

plaqueamento pela técnica da microgota.

3.12Utilizacao de fermentadores torre em série em operacao continua

Apb6s os estudos do comportamento da levedura Saccharomycescerevisiae de

caracteristicas floculantes C2/00 em batelada, iniciou-se o estudo do processo de fermentacdo
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continua utilizando dois fermentadores tipo torre ligados em série. Cada
fermentadorapresentava capacidade util de 3L, formato cilindrico, de altura 75 cm e diametro
7,5 cm,e foram dotados de camisa para controle de temperatura por circulacdo de agua
proveniente de um banho termostatico. A seguir, esses estudos s@o descritos de forma mais

detalhada.

3.12.1 Testes preliminares

Foram realizados testes preliminares com objetivo de definiro processo fermentativo,
para eliminacdo de possiveis erros no processo e também para verificar aadequagdo do
sistema montado para dois fermentadores, do tipo torre operando em série de forma continua
com Saccharomycescerevisiae de caracteristicas floculantes.

Inicialmente, houve o processo de adaptagdo dos micro-organismos nos reatores
torres, que foi realizada da seguinte maneira: o indculo utilizado na partida do sistema foi
preparado em 16 erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL de meio esterilizado composto
de: sacarose (125 g/L), KH,PO4 (5 g/L), MgS047.H,O (1 g/L), [NH4],SO4 (2g/L) e extrato de
levedura (6 g/L). Cada erlenmeyer foi inoculado com dois “slants” de cultura sélida apds
crescimento de quarenta e oito horas. Os frascos foram incubados em mesa rotatdria por vinte
e quatro horas, a 32°C a 150 rpm (VIEGAS, 2003).

Foram adicionados em cada reator torre 800 mL de indculo, iniciando a fase de
adaptacdo, com uma vazao de entrada de 10 mL/min do meio reacional contendo 125 g/L. de
sacarose durante sessenta horas, funcionando individualmente. Os reatores foram ligados em
série e foram adicionados, gradativamente, mais 200 g de um decantado de células em cada
reator. Em processo continuo, o sistema foi mantido por mais setenta e duas horas com a
mesma vazao de alimentagdo, aumentando a concentragao de sacarose para 180 g/L, obtendo
uma concentragao final de células de 10% (v/v) e 10® células/mL.

Depois de obtida essa concentragio celular de 10® células/mL no interior de cada
reator, analisou-se o comportamento durante as fermentacdes alcodlicas nos dois reatores
torres em série funcionando continuamente. Inicialmente, foi realizado um estudo com meio
de alimentacdo de 180 g/L de sacarose inicial e com tempos de residéncia, no interior do
sistema, de dezessete e doze horas. As fermentacdes foram monitoradas por amostragens
periddicas do meio em fermentacdo, em diferentes pontos do reator (A ao G), conforme

Figura 3.4.
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Figura 3.4 - Esquema dos ensaios experimentais preliminares ( fermentadores de 75 cm de
altura e 7,5 cm de didmetro interno, sendo 3 L de volume util cada).

ApOs os testes com tempo de residéncia de doze e dezessete horas, foram realizadas
véarias fermentacdes nos quais se variou a concentragdo de sacarose, tempo de residéncia,
concentracdo de extrato de levedura e pH de alimentagcdo para analisar o comportamento e
operacionalidade dos reatores e a influéncia dessas varidveis na produtividade e rendimento

da fermentacao alcodlica.

3.13Planejamentos Composto Central

No planejamento composto central as fermentacdes foram realizadas controlando a
temperatura em 32°C, pH do meio de alimentagcdo de 5 e concentracdo de 6 g/L. de extrato de
levedura, condi¢Oes estas encontradas como satisfatdrias nos testes preliminares.

Para andlise da interacdo entre as varidveis de entrada e o estudo empirico das
relacdes entre uma ou mais respostas obtidas utilizou-se a técnica do planejamento
experimental, sendo realizada a otimizacdo por andlise da superficie de resposta. Assim, foi
necessario, primeiramente, programar ensaios por meio de um planejamento experimental em
que se selecionou um nimero fixo de niveis para cada uma das varidveis de entrada. Entdo foi
possivel executar experimentos com todas as possiveis combinagdes.

Foi realizado um Delineamento Composto Central (DCC) com dois niveis originais,
utilizando-se o software Statistica 7.0, tendo-se 2° pontos fatoriais, 2 X 3 pontos axiais e 3
repeticdes no ponto central, totalizando dezessete experimentos.

A concentracdo de sacarose variou de 191 g/L a 259 g/L, a vazao de reciclo de
decantado do primeiro decantador para o primeiro reator foi de 1,6 mL/s a 8,4 mL/s e o tempo

de residéncia de 3,3 h a 8,7 h. A vazao de reciclo de decantado do segundo decantador para o
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segundo reator foi mantida constante e igual a 5 mL/s. Esse valor foi definido apds varios
testes experimentais, de forma a manter a biomassa agitada no segundo reator. O alfa de
ortogonalidade utilizado neste planejamento experimental foi de 1,35313 e as equagdes de
codificagdo para a concentragdo de sacarose na alimentacao (Sy), vazao de reciclo no primeiro
reator (V) e tempo de residéncia (T) sdo mostradas, respectivamente, nas Equacdes 3.7, 3.8 e

3.9.

X, :LZZS) (3.7)
25
_(v-5)
X, = 23 (3.8)
X, = (T;6) (3.9)

Na Tabela 3.3 podem ser vistos os valores utilizados no Planejamento experimental

para as trés varidveis independentes analisadas.

Tabela 3.3 - Valores utilizados no planejamento para as trés varidveis independentes.

-a -1 0 1 +a

So (g/L) 191 200 225 250 259
V (mL/s) 1,6 2,5 5 7,5 8.4
TR (h) 3,3 4 6 8 8,7

As faixas de concentragdo inicial de sacarose e do tempo de residéncia foram
determinadas através de testes preliminares visando a funcionabilidadedos dois reatores e
obtendo um rendimento e uma produtividade significativos. Os valores utilizados na taxa de
reciclo foram determinados por testes preliminares que mostraram um bom funcionamento do
sistema, visto que sem reciclo era impossivel o funcionamento do mesmo, pois as células
floculantes obstruiam a passagem nas mangueiras que interligavam os reatores.

A Tabela 3.4 mostra a matriz do delineamento composto central com valores
codificados e originais das varidveis em estudo. Para o desenvolvimento de tal estudo, os

ensaios foram realizados de forma aleatodria, a fim de evitar tendenciosidade dos resultados.
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Tabela 3.4 - Matriz do DCC com valores codificados e originais das varidveis.

Experimentos X1(So—g/L) X,(V-=-mL/s) X;(T-h)
1 -1 (200) -1(2,5) -14)
2 -1 (200) -1(2,5) +1(8)
3 -1 (200) +1(7,5) -14)
4 -1 (200) +1(7,5) +1 (8)
5 +1 (250) -1(2,5) -14)
6 +1 (250) -1(2,5) +1(8)
7 +1 (250) +1(7,5) -14)
8 +1 (250) +1 (7,5) +1 (8)
9 -a (191) 0(5) 0(6)
10 + a (259) 0(5) 0 (6)
11 0 (225) - o (1,6) 0(6)
12 0 (225) +a(8,4) 0(6)
13 0 (225) 0(5) -a(3,3)
14 0 (225) 0(5) + 0 (8,7)
15 (C) 0 (225) 0(5) 0(6)
16 (C) 0 (225) 0(5) 0(6)
17 (C) 0 (225) 0(5) 0(6)

3.14Caracterizacao hidrodinamica dos reatores

Foi realizada a caracterizacdo hidrodindmica dos reatorestorre em série —
representada esquematicamente, nas Figuras3.6 e 3.7, para determinar a distribuicdo dos
tempos de residéncia para o sistema 1 e 2, respectivamente. Para isso, empregou-se a técnica
de estimulo e resposta (LEVENSPIEL, 1974) utilizando cloreto de sédio P.A. (5 g/L) como

tracador.Foram estudados dois tempos de residéncia, o primeiro para o sistema 1 foi realizado
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nos testes preliminares para certificar se o tempo de residéncia tedrico era préximo ao tempo
de residéncia real, pois essa resposta guiaria todos os estudos subsequentes. ApdOs 0s
resultados do Planejamento Composto Central, foi realizado outro estudo para determinagdo
do tempo de residéncia do sistema 2. Para isso utilizou as condi¢des do ponto 6timo obtido no
estudo do planejamento, concentracdo de sacarose na alimentacdo de 225 g/L, vazdo de
reciclo no primeiro reator de 5 mL/s e tempo de residéncia de 6 h. Esse estudo teve como
objetivo certificar se a implementacdo dos decantadores com as respectivas vazdes de reciclo
interferiram no tempo de residéncia real.

Os dois ensaios realizados na presenca de biomassa com concentragdo de 108
células/mL e pH de 5,0 na alimentacdo do sistemas. O tempo total do experimento foi em
média duas vezes o tempo de detencdo hidraulico tedrico. O tempo de residéncia de dezessete
horas utilizado nestes experimentos foi baseado no trabalho de Andrietta et al. (2008),e o
tempo de seis horas foi baseado no ponto central do planejamento composto central, proposto
para analisar a influéncia da concentracdo inicial de sacarose, a vazao de reciclo dodecantador

para o primeiro reator e o tempo de residéncia do sistema.
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Figura 3.5 - Sistema 1 da fermentacao alcodlica.
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Figura 3.6 - Sistema 2 da fermentacao alcodlica.
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Os ensaios seguiram os seguintes passos e calculos:

Calculo do tempo de residéncia:

A solucdo de cloreto de s6dio misturada ao meio foi bombeada de um reservatério
externo por uma bomba peristdltica, utilizando uma mangueira Tygon L/S 13. Um
condutivimetro (RADELKIS modelo OK — 114) foi acoplado a saida do segundo reator para
medir a condutividade elétrica do produto em intervalos de tempo pré-determinados.

O tracador foi introduzido ao sistema de forma a produzir uma perturba¢do na
concentracdo. Determinou-se entdo a funcdo resposta F que estd representada pela Equacgdo

3.10:

F)= 2_—2 (3.10)

Sendo: A; — Condutividade elétrica na saida do reator em cada instante.

Ao — Condutividade elétrica na saida do reator no tempo inicial.

A» — Condutividade elétrica na saida do reator no tempo final.

A drea acima da curva foi calculada pela diferenca entre a 4rea total e a 4rea abaixo
da curva, calculada pelo software Origin 7.0.

O tempo de residéncia tedrico foi calculado pela Equacao 3.11.

T _ﬁSII
teo v(. )

Sendo: Vr — Volume do reator e tubulacdes (LY

v — vazio utilizada (L3 .t'l)
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Calculo do Ndmero de Dispersao:

O grau de dispersao pode ser baseado no nimero de Peclet, que foi calculado apenas
para o processo com biomassa, pelo cdlculo da varidncia, que representa o efeito de dispersao

da distribui¢ao, utilizando as Equagoes 3.12, 3.13 e 3.14.

_dF(t)
E(7) == (312

o’ =[(t—-DE®dr 3,13)

o> 1 1Y
' =""=2—"2|— | d-¢"™)3.14
¢ T’ Pe (Pej ( )( )

Sendo: Op= varidncia adimensionalizada;

Pe= numero de Peclet;

7 =tempo de residéncia médio.

O nimero de Dispersdo (ND) € considerado a razdo entre a taxa de transporte por
difusdo ou dispersao e a taxa de transporte por conveccao e € dado pela Equacao 3.15:

D
ND =—*=1/Pe
L (3.15)

3.15Teste da influéncia da concentracao de melaco na floculacio e no rendimento da
fermentacao alcodlica

Foram realizados experimentos durante quinze horas em erlenmeyer de 250 mL, com
100 mL de meio e 10% (v/v) de concentracdo celular, controlando temperatura a 32°C e
rotacdo de 150 rpm em mesa rotatdria, variando a concentracdo de melago em caldo de cana
de 10%, 20% e 30%, que correspondia em ART, 163,34; 179,34 e 195,32 ¢g/L
respectivamente. Foram retiradas fotos e analisadas qualitativamente a floculacdo das células,
além de medir rendimento, produtividade e concentracdo residual de sacarose da fermentacao

alcodlica.
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3.16 Fermentacoes em reatores continuos com caldo de cana

O caldo de cana foi fornecido pela empresaAraporda Bioenergia e foi alimentadono
sistema de reatores por uma bomba peristéltica. A fermentacao ocorreu a 32°C, com tempo de
residéncia do sistema de seis horas, utilizando uma vazao de recirculagdo celular de 5 mL/s. A
concentracdo de sacarose inicial do caldo de cana foi de 147,26 g/L..As condi¢des de processo
foram iguais ao resultado 6timo obtido pelo planejamento composto central. O sistema foi
operado até atingir as condi¢des de estado estaciondrio para depois o rendimento e a

produtividade serem mensurados.

3.17Estabilidade da fermentacao alcoélica no sistema continuo

Ap6s a realizagdo do Planejamento Composto Central e identificagdo das condic¢des
Otimas, para a realiza¢do da fermentagdo alcodlica, de forma continua em dois reatores torre
com recirculacdo celular utilizando leveduras de caracteristicas floculantes, foi mantido o
processo continuo com 225 g/L. de concentracdo de sacarose na alimentacdo do sistema,
tempo de residéncia de seis horas e vazao de recirculacdo celular de 5 mL/s, no estado
estaciondrio, analisando durante dezessete dias a produtividade, o rendimento e a

concentracao residual de sacarose.



CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os principais resultados obtidos no
desenvolvimento deste trabalho. Inicialmente, apresentam-se os resultados e discussdo da
escolha da cepa, através de estudos da capacidade fermentativa, da morfologia e das
condicdes operacionais das cepas em relacdo ao pH, temperatura e agitacdo. Posteriormente,
ja selecionada a cepa C2/00, sdo apresentados o estudo em um fermentador de mistura no
processo batelada e o controle da contaminagdo utilizando esta levedura. Na sequencia, como
foco principal do trabalho, é apresentado o estudo nos dois fermentadores tipo torre ligados
em série em processo continuo. Foram estudados processos para a melhoria do processo
fermentativo, sendo eles: aplicagdo do reciclo de células, alteragdes de concentracdo de

sacarose e alteracdo de tempos de residéncia.

4.1 Avaliacao da capacidade fermentativa

Somente no processo industrial de fermentagdo € possivel a selecdo de cepas mais
resistentes e de maior eficiéncia no processo, mas o uso do teste de capacidade fermentativa
foi importante para a escolha dentre as leveduras de caracteristicas floculantes disponiveis,
detectar aquela que apresenta os melhores resultados dos parametros analisados para a
fermentacao.

As seis cepas estudadas floculantes apresentaram aspectos dos flocos e parametros
cinéticos bastante diferenciados. Durante o estudo da capacidade fermentativa observou-se
que a cepa C19 misturou perfeitamente com o meio sem formar flocos e sua sedimentacdo foi
lenta. As cepas C14 e C2/95 formam flocos menores, enquanto as cepas CTC, C2/00 e C4/00
formam flocos de maiores dimensdes, como observado na Figura 4.1. Observou-se que a
sedimentacdo € mais rdpida quanto maior for o tamanho dos flocos e um aumento da

intensidade de agitacdo provoca uma diminui¢do no tamanho dos mesmos, fato este

observado por Domingues, (2001).
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(a) Levedura C19 (b) Levedura Ci4 (c) Levedura C2/95

(d) Levedura CTC (e) Levedura C4/00 (f) Levedura C2/00

Figura 4.1 — Comportamento das leveduras em meio fermentativo, (a) C19, (b) C14, (c)
C2/95, (d) CTC, (e) C4/00 e (f) C2/00

Os resultados obtidos para os parametros estudados relativos a capacidade

fermentativa de cada cepa de Saccharomycescerevisiae estao apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — ParAmetros cinéticos obtidos para cada cepa: Y s (Zet/Zsac)s Y ws (Eesl/sac), PROD
(ge/L.h), VCS (gsac/L.h), NCO (%).

CTC C14 C19 C2/95 C2/00 C4/00
Yo 0,43+ 0,01 0,44+0,01 0,37+0,02 0,41+0,02 0,50+0,02 0,43+ 0,01
(get/ gsac) (ab) (ab) (© (be) (@) ©)
Y. 0,036£0,00  0,052+0,00  0,03720,00  0,040+0,00 0,044£0,00 0,036+ 0,00
(gcél/ gsac) © @ (e) (d) (© (b)
PROD 2,98+ 0,07 2,9440,02 2,20+0,11 3,0120,15 3,60+0,14 2,98+ 0,07
(ge/L.h) (ab) (b) (©) (ab) (a) (©)
VCS 7,00+ 0,04 6,72+0,06 5,93+0,04 7,39+0,04 7,21+0,05 7,00+ 0,04
(gsac/L.h) (@ (@) (@ (@ (a) (a)
NCO 9235+0,53  90,59+0,83  79,55+0,50  98,58+0,52 96,22+0,73 92,35+ 0,53
(%) ®) (bc) (d) (@) (@) ©

Tratamentos seguidos de mesma letra sdo estatisticamente iguais pelo teste de Tukey, com a=5%.

Os melhores resultados da velocidade de consumo do substrato (VCS) e do nivel de
conversio (NCO) foram obtidos pela cepa C2/95, que faz com que esta seja classificada como
nivel alto, de acordo com a Tabela 3.2 do item 3.2.4 de materiais e métodos. A cepa C2/00

apresentou os parametros VCS e NCO muito proximos aqueles da cepa C2/95 e pode ser
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classificada também como de alto nivel, pela andlise de Tukey, ndo houve diferenca entre as
médias obtidas por estas duas leveduras.

Analisando os resultados para o rendimento celular (Yxss), verifica-se que as cepas
(C14 e C4/00) apresentaram os maiores resultados em compara¢do com as outras cepas, que
em relacdo a Tabela 3.2 classificam-se no nivel alto. Esses valores altos indicam um maior
desvio de acticar para a producdo de células em detrimento a producdo de etanol. Em casos
onde existem unidades de secagem de células esta producdo excedente pode ser aproveitada
na produc¢ao de racdo, minimizando o prejuizo (STECKELBERG, 2001). O resultado de Yxs
obtido, empregando a cepa C2/00, ¢ compativel para aplicacdo industrial, segundo esta
andlise, pois pode ser considerado de nivel médio, desviando menos agucar para crescimento
que as duas outras cepas. A escolha de uma cepa para emprego em um processo deve ser
orientada pela anélise conjunta de parametros e ndo isoladamente.

Pode-se observar pelos dados da Tabela 4.1 que a cepa com maior rendimento em
etanol (yps) e produtividade (@) foi a cepa C2/00 e com base na Tabela 3.2 representa um
nivel alto de produgdo, sendo a tunica dentre as estudadas que alcancou este nivel de
rendimento em etanol. Quanto maior for o parametro produtividade, mais rdpida serd a
transformacdo de agucares em etanol durante o processo fermentativo (MIGLIARI, 2001).

Viegas, (1999) estudou a capacidade fermentativa de 15 cepas isoladas de processos
industriais e os melhores resultados de capacidade fermentativa que obteve em relacdo ao
rendimento em etanol e produtividade foram 0,48 ge/gec € 2,99 g./L.h, resultados estes
menores do que os obtidos no presente trabalho para a cepa C2/00.

Portanto, a cepa floculanteSaccharomycescerevisiae C2/00, doada pelo CPQBA, foi
a que apresentou os melhores resultados de capacidade fermentativa em geral, sendo a mais
apta para a fermentagdo alcodlica, quandocomparada as outras cepas. A produtividade e o
rendimento foram os maiores resultados obtidos e a velocidade de consumo do substrato e a
conversdo de sacarose foram bons quando comparados a outras cepas. Além disso, a cepa
C2/00 apresentou flocos bem definidos caracteristicas interessante para o trabalho em

questdo. Por isso, a cepa escolhida para a continuagao deste trabalho foi a C2/00.

4.2Resultados do estudo da morfologia das cepas

Com o meio WLN observou-se que as seis cepas de leveduras

Saccharomycescerevisiae estudadas apresentavam a mesma morfologia lisa, além disso, as
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seis cepas produziram 4cido, clareando as placas que eram verdes inicialmente (viragem),

como observado nas Figuras 4.2 e 4.3.

\
\

Figura 4.2 — Morfologia lisa das cepas estudadas.

Figura 4.3 — Morfologia lisa da cepa Saccharomyces cerevisaeC2/00.
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A relacdo entre floculag@o e morfologia lisa ou rugosa ainda nio € bem conhecida na
literatura. O que se sabe € que a maioria das leveduras selvagens sao de morfologia rugosa e
estdo associadasaos mecanismos de floculacdo e apresentam baixas capacidades fermentativas
(REIS, 2011). No presente trabalho foi verificado que todas as cepas foram lisas e a cepa

C2/00 apresentou excelente capacidade de floculacdo e boa capacidade fermentativa.

4.3 Influéncia do pH no comportamento da cepa C2/00

O pH exerceu grande influéncia no comportamento das células de
Saccharomycescerevisiae C2/00, pois em valores na faixa de 4,5 a 6,0, as cepas se
organizavam de forma mais uniforme, formando aglomerados cilindricos perfeitos e o meio
de cultivo se tornava transparente. Em valores entre pH 4,0 e 3,0 observava-se que as
leveduras ndo se aglomeravam e se misturavam ao meio tornando-o viscoso € opaco, como
pode ser observado na Figura 4.4. De acordo com Jin e Speers(2000), e Jin et al. (2001),
provavelmente, a modificacdo dos valores de pH altera a ionizacdo dos 4dcidos aminados das
lectinas com a consequente mudanga de sua conformacao.

No trabalho de Souza e Mutton(2004), que estudou a indugdo da floculacdo de
leveduras da fermentacdo alcodlica por bactérias Lactobacillusfermentum, é citado que uma
reducdo brusca de pH promove a dispersdo dos flocos, além de aumentar o tempo de

sedimentagdo das células.
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Figura 4.4 — Comportaﬁlént ha Saccharomycescel:e-visiaeCZ/O de acordo com o pH.

Um comportamento interessante observado foi em meio de pH30 qual ocorreu uma
desfloculagdo total e quando foi aumentando o pH, ao atingir 4,5, as leveduras se aglomeram
e voltaram a formar flocos bem definidos, tornando o meio transldcido.

Segundo Soares, 2010, o pH pode exercer um efeito profundo na floculacdo das
leveduras. Para varias cepas, a floculagdo ocorre num amplo intervalo de pH (2,5 — 9,0),
embora para algumas cepas este intervalo seja muito mais estreito (2,5 — 5,5), porém para a
maioria das cepas o pH 6timo para a floculagao se situa entre 3,0 e 5,0.

O pH além de influenciar o comportamento floculante das cepas, ele interfere no
rendimento em relagdo ao rendimento tedrico e produtividade da fermentacao alcodlica, como

pode ser verificado nos resultados experimentais apresentados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 — Resultados da influéncia do pH no rendimento e produtividade na fermentagdo
alcodlica para uma concentracdo inicial de ART de 189,5 g/L e tempo de fermentacido 24
horas, experimentos realizados emshakera 32°C.

pH inicial ART Glicerol (g/LL) Etanol (g/L) Rendimento Produtividade
Residual (%) (g/L.h)
(g/L)
2,5 106,05+3,2 3,18+0,1 27,22+1,3 63,83+5,5 2,722+0,13
3,0 58,45+2,4 2,55+0,3 50,77£2,1 75,83+4,5 5,077+0,21
3,5 46,98+1,9 2,71+0,2 63,98+2,0 87,87+3,9 6,398+0,2
4,0 50,09+2,1 2,89+0,2 65,49+1,0 91,95+2,8 6,549+0,1
4,5 32,35+1,7 1,45+0,1 75,4240,8 93,94+2,0 7,542+0,08
5,0 26,05+0,8 1,85+0,3 69,3+1,8 82,97+2,56 6,93+0,18
6,0 21,64+1,1 2,19+0,1 67,76+2,2 78,99+3,08 6,776+0,22

Os rendimentos e produtividades mais altos foram obtidos em pH 4 e 4,5, valores
considerados 6timos na maioria das fermentacOes alcodlicas industriais. Em valores de pH
abaixo de 4,0 observa um pequeno aumento na producdo de glicerol, que é uma resposta ao
estresse causado pelo baixo valor de pH. Verifica-se para baixos valores de pH uma baixa

conversdo de sacarose, o que implica em uma alta quantidade de actcar residual.

4.4 Influéncia da temperatura no comportamento da cepa C2/00

Os resultados experimentais obtidos emerlenmeyer revelaram que um aumento na
temperatura implica numa redugdo do tamanho dos flocos da levedura, como pode ser visto na
Figura 4.5. Além dos tamanhos dos flocos, a temperatura influenciou no rendimento e
produtividade, conforme os resultados apds 10 horas de fermentacao apresentados na Tabela

4.3.
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Figura 4.5 - Representagdo da influéncia da temperatura do tamanho dos flocos da cepa
Saccharomyces cerevisiae C2/00.

Pela Figura 4.5 observa-se que com o aumento da temperatura houve uma
diminui¢do dos tamanhos dos flocos, resultado este que estd de acordo com os trabalhos de
Soares et al., (1994) e Claro et al., (2007) que afirmaram que a incubac¢@o de leveduras na
faixa de 35 a37°C conduz a uma redugdo da floculagdo. Taylon e Orton, (1975) afirmaram
que ocorre uma provdvel desnaturacdo das lectinas da floculagdo a altas temperaturas, assim
se as leveduras floculantes permanecessem por alguns minutos numa temperatura entre 50 e

60°C promoveria a completa dispersdo dos flocos, mas de forma reversivel.
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Tabela 4.3 - Resultados da influéncia da temperatura empregando a cepa C2/00, para uma
concentracdo inicial de 168,42 g/L. de ART, a pH 4,5, em 10 h de fermentacao.

Temperatura(°C) ART residual (g/L) Alcool (g/L) Rendimento

(%)
20 38,73£1,9 44,5£1,9 67,15+3,8
25 23,42+0,9 53,44£2,7 72,1244,1
30 8,21+0,5 71,05+3,2 86,79+4,2
32 5,32+0,2 76,23+3,9 91,46+4,8
35 0,69+0,03 77,26+3,8 90,14:+4,4
40 2,53+0,11 66,11+3,3 77,99+3,9

Observa-se pelos resultados de concentracdo de acucar residual e de dlcool que a
temperatura na qual se obteve os melhores resultados foi de 32°C, nesta temperatura
observou-se que os flocos foram uniformes e de menor tamanho. Em temperaturas mais
baixas a fermentacdo nao € favorecida, restando mais acucar no final da fermentacdo e a
agregacao celular foi maior resultando em flocos grandes, na ordem de 10 mm de diametro
em média.

Os resultados desse estudo sobre a influéncia da temperatura indicou a faixa de
temperatura de 30 a35°C ser a mais indicada para o processo. Essa faixa € muito conhecida e
utilizada nas fermentacdes alcodlicas com leveduras livres. Assim optou-se por utilizar a

temperatura de 32°C para o trabalho subsequente.

4.5 Influéncia da agitaciao na floculacao de leveduras

Foi observado durante os testes preliminares utilizando a cepa
Saccharomycescerevisiaefloculante C2/00 que a agitacao influenciava no tamanho dos flocos.
De acordo com Stratford(1992), é necessario um valor minimo de agitacdo para ocorrer a
floculagdo, pois a agitacdo mecanica permite aumentar a energia cinética das células o que
supera a repulsio mutua entre elas. Sabendo que quanto maiores os flocos, menor é a
superficie de contato das leveduras com o meio fermentativo, foi estudado trés condicoes de
agitacdo em Shaker para observar a diferenca no tamanho dos flocos e a influéncia desse

tamanho no resultado da fermentacao alcodlica (GE et al., 2006).
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Na Figura 4.6 e Tabela 4.4 sdo apresentados os resultados experimentais da
influéncia da agitacdo na formacdo dos flocos e no rendimento da fermentacdo,

respectivamente.

Figura 4.6: Influéncia da agitagcdo na formacao de flocos.

Tabela 4.4 - Resultados da influéncia da agitacido na fermentacdo alcodlica em shakera pH 4,5
e concentracao inicial 168,42 g/LL de ART, a 32°C durante 15 h.

Agitacao Tamanho  ART residual  Alcool (g/) Rendimento (%) Produtividade
dos flocos (g/L) (g/L.h)
(rpm)
(didmetro)
50 +10 mm 4,56x0,07 68,96x+1,6 82,35+2,2 4,59+0,11
100 +5,69 mm 0,90+0,03 81,15+1,2 94,81+1,4 5,41%0,08
150 +1 mm 0,92+0,02 82,26+1,3 96,11+1,5 5,48+0,09

Com os resultados apresentados pode-se constatar que ocorreu um aumento do
rendimento alcodlico com a diminui¢cdo do tamanho dos flocos. Na agitacdo de 150 rpm os

flocos ficaram mais uniformes, de tamanho reduzido com 1 mm de didmetro em média e isso
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resultou no maior resultado obtido entre todos os testes realizados, na producdo de 82,26 g/L
de etanol e 96,11% de rendimento. Com uma menor agita¢ao, 50 rpm, as células se agregaram
formando flocos maiores de 10 mm de diametro em média e o rendimento da fermentacgao foi

o de menor valor obtido igual a 82,35%.

4.6 Estudos da velocidade de sedimentacao das células

Neste momento estudou-se a velocidade de sedimentacdo para futuramente projetar
um decantador para o sistema que atendesse a separacao de células do meio fermentado. Além
disso, os decantadores deveriam manter as células decantadas para serem
recirculadas,diminuindo a passagem de células do primeiro para o segundo reator e do

segundo reator para o tanque de armazenamento final.

4.6.1 Velocidade especifica de sedimentacao

Os célculos de velocidade especifica de sedimentacdo baseado na absorbancia
medida em funcdo do tempo até 4 minutos para as cepas estudadas foram: 0,004 min"' para
C19, 0,005 min! para C14, 0,045 min’! para C2/95, 0,178 min! para C2/00, 0,113 min’! para
CTC e 0,196 min™' para C4/00.

Estes resultados foram proximos dos valores encontrados nos estudos de cepas de
caracteristicas floculantes isoladas de usinas do trabalho de Viegas, (2003). A velocidade
especifica de sedimentagcdo da cepa C2/00¢é préxima daquela da levedura isolada da safra de
1999 da Usina Costa Pinto por Viegas, (2003)que foi 0,16 min” e menor que da isolada da
Usina Junqueira da safra 2000, de 0,26 min'l, todas obtidas pelo mesmo procedimento

experimental.

4.6.2 Influéncia do pH na velocidade de sedimentacao

As velocidades especificas de sedimentacao (VES) para cada valor de pH estudado
foram obtidas com a leitura da absorbancia com o tempo. Apds 4 minutos o perfil de
sedimentacdo das células se manteve constante para todos os valores de pH, por isso o calculo
foi realizado no tempo igual a 4 minutos. Na Tabela 4.5 estdo apresentados os valores

calculados de velocidade especifica de sedimentagdo para cada pH estudado.
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Tabela 4.5 - Velocidade especifica de sedimentagdo em diferentes valores de pH para a cepa
da levedura C2/00

pH VES (min™)
3 0,086+0,004
4 0,144+0,004
5 0,240+0,012
6 0,178+0,003
7 0,141+0,001

Analisando a Tabela 4.5, pode-se perceber que a maior velocidade de sedimentagao,
0,240 min™", foi obtida no pH 5. Ja para valores de pH menores que 5 houve uma queda
expressiva na velocidade de sedimentacdo, resultado este esperado pelo estudo realizado
anteriormente da influéncia do pH no item 4.3 que mostrou desfloculacdo da levedura em
baixos valores de pH, se misturando ao meio e dificultando o processo de sedimentacao.

O pH final observado na fermentacdo alcodlica para a levedura C2/00 foi em torno
de 4 + 0,2. Uma alternativa para obter uma sedimentacdo mais eficiente para o processo seria
ajustar, ao final da fermentagdo, o valor de pH para 5. Na Figura 4.7 estdo apresentados os
valores de Abs/Abs, em fun¢ao do tempo para a levedura C2/00 em diferentes valores de pH.

Pela Figura 4.7 fica evidente a maior velocidade de sedimentacdo para o pH 5.

1,0
41
0,9 %%
~= 0,8 %E
RN T
- §§£L§§;555‘114444
@@ DREBF -
o iTe3iBzgszunssznees
§§§
0,5 9550008 pgceo0e e s
0 2 4 6 3 10

Tempo (min)

Figura 4.7 — Perfis de sedimenta¢do em pH 3 (A), pH4 (0), pHS (0), pH6 () e pH 7 (A) em
funcdo do tempo
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4.6.3 Velocidade de sedimentacao no teste de proveta

Os resultados de velocidade de sedimentacdo em proveta foram determinados em pH
5,0 por ter sido o melhor resultado de velocidade especifica de sedimentacdo. Os resultados
foram ajustados ao modelo exponencial, Equacdo 4.1, que descreve a variacdo da posi¢cao da
interface de sedimentacdo com o tempo para o cdlculo da velocidade média de sedimentagdo.
O perfil de velocidade foi calculado a partir da derivada da Equacdo 4.1 com o tempo e €

descrito pela Equacgao 4.2.

Y:a+b.exp(_—xj 4.1)

C

=l exp (‘—xj (4.2)
C C

Sendo,

Y = Posicao da particula em um tempo t (cm);
v=velocidade de sedimenta¢do (cm/min);

a,b,c= parametros da equacao.

Os dados experimentais tiveram 99% da sua variabilidade explicada pela equacdo
proposta, cujo coeficiente de correlagdo (R*) obtido apés o ajuste foi de 0,99. Os perfis de
velocidade de sedimentag@o para o teste em proveta, perfil de posicao da interface e o perfil

do modelo proposto em fun¢do do tempo estdo apresentados na Figura 4.8.
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Figura 4.8 — Perfil do modelo da velocidade de sedimentacdo para o teste em proveta (=),
perfil de posicao do micro-organismo (0) e o perfil do modelo proposto (—) em funcao do
tempo

A velocidade média de sedimentacdo foi de 0,444 cm/min, obtida no tempo de 80

minutos, pois a partir desse tempo a velocidade se tornou praticamente constante.

4.7 Estudo da fermentacao em batelada utilizando um reator tipo torre

Este estudo foi realizado empregando um reator torre, cuja corrente de saida foi
direcionada a um frasco coletor, do qual foi retirada a corrente de reciclo, conforme Figura
4.9. A concentracdo inicial de sacarose foi de 160 g/L e o pH inicial foi 4,5.Nas duas vazdes
de recirculacdo utilizadas neste estudo, 6 mL/s e 30 mL/s, o meio fermentativo ndo apresentou
diferengas significativas nas concentragdes de ART e etanol obtidas nos trés pontos
analisados do reator (fundo F, meio M e topo T), como ilustrado na Figura 4.9. Assim, o
processo foi analisado apenas em fun¢do das concentragcdes de substrato e produto na saida do

reator.
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F
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Figura 4.9 - Esquema de um reator torre trabalhando em batelada.

Na Figura 4.10 sdo apresentados os resultados obtidos na fermentagdo com a vazao
de reciclo igual a 6 mL/s. Verifica-se que em 13,5 horas de fermentagdo a sacarose nao tinha
chegado ao fim. A producdo de etanol alcancou o valor de 66,39 g/L. e um rendimento de
82,27% em relacao ao tedrico. O pH no final das fermentag¢des na condicao de 6 mL/s foi em

torno de 3,7.
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Figura 4.10 — Perfis cinéticos relativos ao consumo de sacarose (m), concentragdo celular (e)
e producdo de etanol (A ) com vazdo de 6 mL/s.
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Na Figura 4.11, relativa a fermentacdo com a vazdo de reciclo de 6 mL/s, pode ser

observada a formacdo de flocos grandes decantados no fundo do reator.

Figura 4.11 — Reator torre em batelada com uma vazao de recirculagdo de 6 mL/s.

Na Figura 4.12 sdo apresentados os resultados obtidos na fermentagdo com a vazdo
de reciclo igual a 30 mL/s, onde verifica-se o consumo total de sacarose em 11 horas de
fermentacdo, ndo havendo crescimento celular significativo. Com a vazdo de 30 mL/s a

producdo de etanol obtida foi de 74,8 g/L, atingindo um rendimento de 86,9%.
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Figura 4.12 — Perfis cinéticos relativos ao consumo de sacarose (m), concentracao celular (e®)
e producgdo de etanol (A ) com vazdo de 30 mL/s.
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Na Figura 4.13 observa que o sistema como um todo estd bem homogeneizado,
sendo que ao utilizar uma alta vazdo de recirculagcdo, os tamanhos dos flocos diminuiram e
ocuparam todo o volume do reator. O pH final das fermentagdes com vazdo de reciclo de 30

mL/s foi em torno de 3,5.

1

L

Figura 4.13 — Reator torre em batelada com uma vazao de recirculagdo de 30 mL/s.

Nos processos fermentativos com taxa de recirculacdo de 6 mL/s e 30 mL/s, verifica-
se que em uma vazao menor a sacarose nao foi totalmente consumida no periodo de 13,5 h.
Na fermentacdo com vazdo maior, por estar mais agitado, verificou-se o consumo total de
sacarose em menor tempo de fermentacdo e praticamente ndo ocorreu crescimento celular.
Como o agucar foi consumido mais rapidamente, isso implica em uma maior produtividade
igual a 6,87 g/L.h para a vazao de 30 mL/s e de 5,96 g/L.h para a vazao de 6 mL/s.

Pacheco(2010), estudou a fermentacdo alcodlica empregando outra cepa de
Saccharomycescerevisiaefloculante em batelada, com recirculagdo de células, no mesmo
reator torre em que foram realizados os experimentos de vazdo de reciclo 6 e 30 mL/s do
presente trabalho. O melhor resultado obtido por Pacheco, (2010), no planejamento composto
central no qual foi estudada a influéncia conjunta da concentra¢do de indculo, concentragdao

inicial de sacarose e vazdo de reciclo foi obtida para a vazao de recirculagdo igual a 9,9 mL/s.
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4.8Efeito do uso de antibidticos para controlar contaminacao em fermentacdo com a
cepa C2/00

As fermentacdes realizadas com a levedura Saccharomycescerevisiae C2/00 em
processo batelada a 32 + 0,5°C em reator de mistura, com 10% (v/v) de decantado celular
como indculo, sem contamina¢do induzida, alcangou rendimentos altos de 92%. A
concentracao inicial de sacarose foi de 160 g/L e foi totalmente consumida em 10 horas de
fermentacdo, com produtividade de 7,84 g/L.h. As concentragdes de etanol, ART e células de
bactérias e leveduras estdo apresentadas na Figura 4.14.

A fermentacdo com o indculo de levedura contaminada comcaldo de cana numa
concentracio de 10' células/mL, ocorreu conforme a Figura 4.15. Pode observar que a
concentracdo de etanol obtida foi bem menor que quando nao foi acrescentada a
contaminacdo e a maior concentragdo obtida foi de 48,56 g/LL de etanol, enquanto sem
contaminagdo chegou a 78,44 g/L de etanol. Assim houve a necessidade de controlar essa
contaminacdo para melhorar o rendimento e produtividade da fermentacao alcodlica.

Inicialmente foram realizados testes utilizando o antibidtico comercial Kamoran na
concentracdo indicada pelo fabricante, 3ppm, o resultado desse estudo estd apresentado na
Figura 4.16. O uso desse antibidtico, muito comum nas fermentagdes industriais com células
livres, mostrou ser eficiente também no controle da contaminagdo utilizando leveduras
floculantes, obtendo um rendimento de 83%.

Foram testadas também as concentracdes de 1 e 6 ppm de Kamoran. Com a
concentracdo de Ippm o rendimento obtido foi muito baixo ficando em 67,42% e na
concentracdo de 6 ppm (Figura 4.17) o rendimento aumentou para 89,5 % em 10 horas de
fermentagdo e o acucar residual de 1,45 g/LL (ART) foi menor do que obtido na fermentagao
de 3 ppm de 21,31 g/L de ART (Figura 4.16). O rendimento da fermentacdo alcodlica
empregando uma cepa deSaccharomycescerevisiaendo floculanteobtido por Leite et al.,
(2012) foi de 83,1%, iniciando a fermentacdo com uma concentracdo inicial de bactérias
igual a 8,7.10% células/mL e com 6 ppm de Kamoran, durante 9 horas de fermentacdo.Nas
concentracdes de 3 ppm e 6 ppm o nimero de bactérias foram reduzidos a ordem de 10°

células/mL e as leveduras finalizaram as fermentacdes com 10° células/mL.
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Figura 4.15 — Fermentagdo com 160 g/L de sacarose com contaminagao induzida. Com
concentrag¢do de ART (m), concentragdo leveduras (e), concentragdo de bactérias(x) e
producdo de etanol (A).
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No intuito de testar a eficiéncia de um antibidtico natural nas fermentacdes com
leveduras floculantes, foi utilizado o Beta Bio na concentragdo de 20 ppm, concentracio esta,
recomendada pelo fabricante. Os experimentos foram realizados nas mesmas condi¢des do
estudo com Kamoram, com a mesma contaminacdo. Nestas condi¢des, em 10,5 h de
fermentacdo ainda restava 8,56 g/L. de ART e obteve apenas 56,27 g/L. de etanol, resultando
em um rendimento de 68,9%. Assim, realizou-se um teste com concentra¢do de 35 ppm e o
rendimento subiu para 88%. As concentracdes em fun¢do do tempo para esta fermentagao sao
apresentados na Figura 4.18. Na tentativa de aumentar esse rendimento testou-se a
concentracdo de Beta Bio de 45 ppm, mas nao houve um aumento significativo de rendimento
permanecendo na ordem de 88%. A reducdo do numero de bactérias utilizando o antibidtico
natural foi menor se comparada a utilizagcdo do Kamoran, sendo que, com Beta Bio no final da
fermentacdo ainda restava uma contaminacio da ordem de 10® células/mL de bactérias e os
rendimentos obtidos utilizando os dois antibidticos foram muito préximos.O melhor resultado
obtido no trabalho de Leite et al.(2012), que avaliou a producdo de etanol com leveduras
livres, foi utilizando Beta Bio na concentracdo de 46 ppm, que alcancou um rendimento de
81,4% e uma reducdo do nimero de bactérias para mesma ordem de grandeza daquela

alcancgada no presente trabalho com leveduras floculantes.
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Foram testados, também, dois antibidticos comerciais muito utilizados para controlar
contaminagcdo de bactérias em fermentagdes alcoodlicas, ampicilina e 4cido nalidixico, na
concentracdo de 50 ppm, recomendada pelos fabricantes. Os resultados obtidos utilizando
esses dois antibidticos foram muito préximos um do outro como pode ser observado nas
Figuras 4.19 e 4.20, para ampicilina e 4cido nalidixico, respectivamente. Com os dois
antibidticos os rendimentos obtidos foram de 91% e a reducao das bactérias foi na ordem de

107 células/mL.
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Na Tabela 4.6 estdo os resultados da influencia do uso de antibidticos na
concentracdo de etanol, no rendimento e na redu¢do do niimero de bactérias em cada processo

fermentativo estudado.

Tabela 4.6 — Resultados da influencia do uso de antibidticos na fermentacdo alcodlica com
c€lulas floculantes em reacgdo batelada.

Reducao
Concentracio Etanol Rendimento bacteriana
Antibioticos (ppm) (g/L) % (UFC/mL)
Sem inducio 0 78,44 92 % 0,00E+00
Contaminada 0 48,55 60% 0,00E-00
Kamoran 1 ppm 56,26 67,42 % 0,00E+00
Kamoran 3 ppm 62,58 83% 1,00E+02
Kamoran 6 ppm 81,57 89,50 % 1,00E+01
Beta Bio 20 ppm 56,26 68,9 % 1,00E+02
Beta Bio 35 ppm 69,54 88% 1,00E+02
Beta Bio 45 ppm 72,38 86 % 1,00E+02
Ampicilina 50 ppm 75,65 91% 1,00E+02
Acido Nalidixico 50 ppm 77 91 % 1,00E+02

Os rendimentos obtidos pelas fermentagdes alcodlicas com contaminagdo induzida
utilizando células floculantes foram promissores se comparado com o trabalho de Leite et al.,
(2012) que estudou a influéncia dos dois antibidticos estudados (Kamoran e Beta Bio) no
controle da contaminacdo da fermentacdo com Saccharomycescerevisiae livre. Pode constatar
que o rendimento alcangado com leveduras floculantes foi maior do que com leveduras livres,
mas a diminuicdo da concentracdo de bactérias e leveduras no trabalho de Leite et
al.(2012),alcancou, com os dois antibidticos estudados nos dois trabalhos, a concentracdes da
ordem de 10° células/mL. Acredita-se que no presente trabalho, com leveduras floculantes, os
antibidticos apresentaram acgdes bacteriostiticas ao invés de bactericidas, como esperado,
apenas inibiu as bactérias durante o processo fermentativo. O controle da contaminagdao
bacteriana empregando leveduras sem caracteristicas floculantes é mais facil, uma vez que os
flocos formados pelas leveduras floculantes retém as bactérias no seu interior, dificultando a
acdo do antibidtico. Este efeito é semelhante ao verificado industrialmente em fermentagdes

alcoodlicas com leveduras ndo floculantes, que devido a contaminagdo bacteriana, ocorre
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floculagdo, dificultando a operacdo de centrifugacdo do vinho fermentado. Um dos possiveis
processos a serem utilizados para diminuir a contaminag¢do seria o tratamento com 4cidos que
ao diminuir o pH ocorre a desfloculacdo da célula e o contato do antibidtico com as bactérias

seria mais eficiente.

4.9Testes para definir as condicoes de processo do sistema de reatores torre em série

A partir deste ponto iniciaram-se os estudos com dois fermentadores torres ligados
em série para a conducdo das fermentacOes continuas utilizando a cepa C2/00 de
Saccharomycescerevisiae. Incialmente foram encontradas muitas dificuldades na operacao do
sistema, assim serdo descritos detalhadamente os testes realizados em sequéncia para permitir
que o processo em escala de laboratério funcionasse de maneira satisfatéria. Todos os

resultadosapresentados foram obtidos apds o sistema entrar em estado estaciondrio.

4.9.1 Periodo de adaptacao

Durante o processo de adaptacdo dos micro-organismos aos reatores, cada reator foi
alimentado individualmente com meio de cultura numa concentracdo inicial de 125 g/L de
sacarose e com 800 mL de inéculona concentracio de 10° células/mL. Nesse processo que
durou 60 horas percebeu-se um aumento da altura do leito concentrado de células com o
tempo, atingindo uma concentragdo celular de 10’células/mL.

De acordo com Soares e Mota(1997), a presenca de um baixo nimero de células por
mililitro limita a possibilidade fisica de estabelecimento de uma ligacao de floculacdo e a taxa
de agregacio é praticamente zero. Nas concentragdes acima de 4.10 células/mL o nimero de
células remanescente em suspensao € constante e independente da concentragdo inicial celular
(SOARES e MOTA, 1997).

Outro ponto importante observado foi a influéncia do pH do meio de entrada, o qual
determinava o comportamento das células em relagdo a floculagdo no interior do reator.
Mantendo-se o pH de entrada igual a 4,5, ndo se observou uma boa fluidizacdo dos flocos. Ja
com o pH inicial 6,0 do meio de alimentacdo, houve um aumento da fluidizacdo e a formacao
de flocos bem definidos, conforme a Figura 4.21. De acordo com os testes do item 4.3 os
melhores valores para a floculacio eram os maiores que 4,5, mas durante o processo de

fermentagao ocorre uma diminui¢ao do seu valor.
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Figura 4.21 — Comportamento dos leitos de célula nos reatores torres com pH do meio de
alimentacdo igual a 6.

A cepa C2/00 possui um comportamento floculantemuito interessante, ocorrendo a
formacgao de flocos visualmente perceptiveis, que se fluidizam na presenca de acucar em
decorréncia do desprendimento do CO, pela fermentacdo e com a redugdo dos acucares
fermentesciveis as células decantam rapidamente se agrupando no fundo do reator

(ANDRIETTA et al., 2008; SOARES, 2010).

4.9.2 Fermentacao continua em série, tempos de residéncia de 12 e 17 horas e
concentraciao de alimentacao 180 g/L. de sacarose a pH 6,0

Ap6s as 60 horas de adaptagdo celular iniciou-se a operacdo em processo continuo,
onde os dois reatores trabalhavam em série. O meio de alimentac@o consistiu de uma solugao
de sacarose de concentracdo 180 g/L a pH 6,0. O pH 6,0, apesar de ndo ser o melhor para o
rendimento da fermentagdo alcodlica, tem-se os flocos definidos e como durante o processo
ocorre queda no valor do pH, foi uma tentativa de ndo deixar cair muito este valor. Foram
realizados experimentos com tempos de residéncia total de 12 e 17 horas, sem reciclo.
Observou-se um aumento significativo da fluidizacdo e da altura do leito concentrado de
células no primeiro reator. A altura do leito teve influéncia direta da concentracdo inicial de
sacarose e da produgcdo de CO, pela fermentagdo alcodlica, observado nos experimentos
subsequentes. O pH dos produtos que saiam do reator 2 eram na ordem de 3.6. Ao atingir o
estado estaciondrio as concentragdes de agucar redutor, etanol, glicerol e concentragdo celular

nos pontos de A a G da Figura 4.22, sdo mostradas nas Tabelas 4.7 e 4.8.
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Figura 4.22 - Esquema dos ensaios experimentais preliminares.

Tabela 4.7 — Resultados de aguicar redutor, concentracido celular, concentragdo de etanol e
glicerol (g/L), obtidos através dos experimentos com tempo de residéncia de 17 horas.

Leveduras ART Glicerol Etanol
Pontos (cél/mL) (g/L) (g/L) (g/L)
A 0,00E+00 179,38 0,00 5,67
B 1,25E+08 51,56 0,93 40,92
C 7,50E+07 51,75 0,85 43,29
D 7,50E+07 50,97 0,92 44,87
E 2,15E+08 25,80 2,05 68,16
F 1,00E+07 18,76 1,90 76,13

G 3,50E+07 16,73 1,94 78,61
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Tabela 4.8 — Resultados de agucar redutor, concentragdo celular, concentragdo de etanol e
glicerol (g/L), obtidos através dos experimentos com tempo de residéncia de 12 horas.

Leveduras ART Glicerol Etanol
Pontos (cél/mL) (g/L) (g/L) (g/L)
A 0,00E+00 179,89 0,00 0,00
B 1,45E+08 86,82 1,68 42,14
C 5,50E+07 81,47 1,64 39,64
D 3,50E+07 82,54 1,65 41,45
E 1,60E+08 43,64 1,96 60,32
F 1,00E+08 40,77 1,95 60,14
G 4,00E+07 43,34 2,13 64,31

A produtividade alcancada foi de 4,62 g/L.h e 5,36 g/L.h e os rendimentos foram
89,03% e 86,09% para os tempos de residéncia de 17 e 12 horas, respectivamente. Estes
valores de rendimentos foram maiores se comparados com o processo do trabalho de
Andriettaet al, (2008), que alcan¢cou um rendimento de 83,53%, no qual utilizaram um sistema
de reatores torre em série com Saccharomycescerevisiae de caracteristicas floculantes, com
tempo de residéncia de 7,5 h.

Com o aumento da vazdo houve um maior arraste de células do primeiro para o
segundo reator, o que pode ter ocasionado a diminui¢do do consumo de acticares no primeiro
reator e um pequeno aumento na altura do leito concentrado de células no segundo reator. De
acordo com Viegas (2003), ha uma relacdo entre a concentracdo de ART na alimentacdo e a
concentracdo dos flocos de leveduras na saida do sistema, uma vez que o aumento da
concentracdo de acuicar na alimentacdo aumenta a viscosidade do meio fermentativo,
aumentando assim o carregamento hidraulico dos flocos de células.

Pode se observar que a concentracdo celular € maior nos pontos B e E que atingem a

ordem de 10® células/mL, resultado este observado pela altura do leitona base dos reatores.
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4.9.3 Fermentacao continua em série com pH inicial 6,0, tempo de residéncia de
10 horas e 125 g/L. de sacarose na alimentacao do sistema

Neste experimento a concentracdo de sacarose na entrada do processofoi 125 g/L, o
pH foi igual a 6 e diminuiu-se o tempo de residéncia para 10 horas no conjunto de reatores.
Neste teste pode-seobservar que a altura do leito de decantado celular do Reator 1 alcancou 20
cm e as células no Reator 2 decantaram na base sem muita agitagao.

A partir deste momento as respostas foram analisadas apenas na saida do Reator 1 e
do Reator 2, por entender que estes pontos foram os mais relevantes para o estudo. A
producdo total de etanol foi de 37,8 g/L, o rendimento de 33,41% e a produtividade de 3,78
g/L.h. O actcar residual que saia do Reator 1 para o Reator 2 era de 24,04 g/L, sendo
consumido apenas 5,61 g deste agticar no segundo reator. Concluiu-se que nesta concentracao
de sacarose e neste tempo de residéncia apenas o Reator 1 funcionou. O pH da saida do reator

2 foi de 3,73.

4.9.4 Fermentacao continua em série com pH inicial 6,0 e tempo de residéncia
de 10 horas e 180 g/L de sacarose na alimentacio do sistema

Com o aumento da concentracdo de sacarose na vazao de alimentacdo, a altura do
leito concentrado de células no Reator 1 alcancou 40 cm com um pouco mais de fluidiza¢ao
em comparacdo as fermentacdes anteriores, e a altura do leito no Reator 2 aumentou em 30%,
mas o seu leito de células ainda nao fluidizava. O pH de saida do Reator 1 e entrada do Reator
2 foi de 4,7, considerado ainda um bom pH para fermentacdo, mas a quantidade de agticar na
entrada do Reator 2 continuou baixa, igual a 20,87 g/L. Nestas condi¢des o rendimento total
alcancado foi de 61,33% e 2,087 g/L.h de produtividade. O pH encontrado na saida do Reator
2 foi de 3,78.

4.9.5 Fermentacao continua em série com pH inicial 6,0, tempo de residéncia de
6 horas e 180 g/L de sacarose na alimentaciao do sistema

Ao diminuir o tempo de residéncia nos reatores, a quantidade de sacarose alimentada
por unidade de tempo no sistema aumentou e provocou a movimentacao dos flocos nos dois

reatores, como consequéncia da liberacdo de CO, decorrente da fermentacdo. Este tempo de
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residéncia foi proximo daquele utilizado por Viegas, (2003), sendo 3,75 h em cada reator torre
ligados em série.

A altura do leito de células no Reator 1 alcangou 55 cm e no segundo 33 cm. O
rendimento total obtido foi de 68,63% e 9,38 g/L.h de produtividade.A concentragaode agticar
redutor na entrada do Reator 2 ainda foi baixa de 41,33 g/L e o pH na entrada do segundo
reator foi de 4,2.

Neste momento foi acrescentado 200 g de decantado de células nos dois reatores e
realizados os demais testes preliminares. Realizando o experimento anterior com a nova
quantidade de células nos reatores, o rendimento ndo melhorou significativamente, atingindo
71,75% e 10,35 g/L.h de produtividade. Os dois reatores continuaram agitados, com flocos

em mistura atingindo toda extensao do reator.

4.9.6 Fermentacao continua em série com pH inicial 6,0, tempo de residéncia de
6 horas, 180 g/L. de sacarose na alimentacao do sistema e 3g/L. de extrato de levedura

Neste experimento reduziu-se a concentragdo de extrato de levedura de 6 g/L para 3
g/L, por se tratar de um nutriente de alto custo. Essa redu¢do influenciou no comportamento
da fermentacdo e apds 24 horas de processo continuo, verificou-se visualmente um
decréscimo na liberagdo de CO,, diminuicdo da fluidizagdo, empacotamento do leito e
consequentemente, diminuicdo do rendimento para 66,51% e da produtividade para 9,67
g/L.h.

A partir desses resultados optou-se pela manutencdo da concentragdo de extrato de
levedura em 6 g/L até o final do trabalho. Com a finalidade de melhorar o rendimento do
processo fermentativo, optou-se por diminuir o pH do meio de alimentacdo para 5,0, valor
utilizado nos trabalhos de Andriettaet. al, (2008) e Viegas, (2003), valor este, mais préximo

ao pH 6timo para fermentacao desta levedura.

4.9.7 Fermentacao continua em série com pH inicial 5,0, tempo de residéncia de
6 horas e 180 g/L de sacarose na alimentaciao do sistema

Com a modificagdo do pH na alimenta¢do do sistema para 5,0, a fermentacdo no
primeiro reator aumentou consideravelmente resultando em maior valor de rendimento total o
qual atingiu 86,96% e a produtividade alcancou 11,82 g/L.h. A quantidade de agucar redutor

total na entrada do segundo reator ainda era baixa 41,8 g/L.. Como o pH na saida do reator 1
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foi de 4,3, e na saida do reator 2 3,63, valores estes que permitiram uma boa fermentacdo

alcodlica, este foi utilizado como pH do meio de alimentagdo nos estudos subsequentes.

4.9.8 Fermentacao continua em série com pH inicial 5,0, tempo de residéncia de
14 horas e 180 g/L. de sacarose na alimentacao do sistema

Aumentando o tempo de residéncia e mantendo-se o pH e a concentragdo de sacarose
na alimentacdo, os mesmo do experimento anterior, observou-se que as células do Reator 2
permaneceram decantadas no fundo, indicando a auséncia de fermentacdo pela falta de acticar
na entrada do mesmo. Entdo neste caso apenas o primeiro reator trabalhou, atingindo um
rendimento de 82,12% e saindo 79,52 g/L de etanol do sistema de reatores. A produtividade
total do sistema foi de 5,68 g/L.h e o pH final foi de 3,55. Conclui-se que com tempo de

residéncia alto ndo faz sentido trabalhar com dois reatores em série nestas condi¢des.

4.9.9 Fermentacao continua em série com pH inicial 5,0, tempo de residéncia de
12 horas e 180 g/L. de sacarose na alimentacao do sistema

Ao diminuir o tempo de residéncia do sistema para 12 horas, observou que o segundo
reator era alimentado com 36,53 g/LL de ART contribuindo para uma pequena movimentagao
do leito de células. Neste ponto o rendimento e produtividade foram 79,85% e 5,20 g/L.h,

respectivamente.

4.9.10 Fermentacao continua em série com pH inicial 5,0, tempo de residéncia
de 12 horas, 180 g/L. de sacarose e metade da quantidade de células em relacao ao
experimento anterior

Para diminuir o problema de vazamento e entupimento dos reatores, tentou-se
diminuir a concentracao de células, mas como resposta houve um aumento do crescimento em
detrimento da producdo de etanol. Além disso, as células continuaram a flotar e entupir as
mangueiras.

Na tentativa de resolver os problemas de entupimento (Figura 4.23), tentou-se
colocar um reator de mistura com agitacdo magnética de volume igual a 1 L entre os dois
reatores, recirculando células para o primeiro reator. Funcionou bem inicialmente, mas com a

agitacdo no interior do reator de mistura intermedidrio, os flocos de células tendiam a passar



81
Capitulo 4 — Resultados e Discussdo

para o segundo reator o que provocou o entupimento da mangueira de alimentacdo do

segundo reator.

Figura 4.23 - Dois fermentadores torres com entupimento pelas células.

Substituiu-se o reator de mistura por um decantador intermedidrio, de onde
recirculava células para o primeiro reator e reduzia a quantidade de células que passava para o
segundo, pois a alimentacdo do segundo era realizada pelo sobrenadante do decantador
(Figura 4.24). Foram realizados testes preliminares para obter a faixa de vazao de recirculacao
que possibilitava o funcionamento do sistema continuo de fermentacdo alcodlica com dois
reatores tipo torre em série. Os testes foram realizados com 180 g/L. de sacarose, temperatura
32°C, pH 5,0 e tempo de residéncia de 8 horas. O volume util do decantador era de 500 mL e
os resultados de rendimento e produtividade obtidos com as vazdes de recirculacio estdo na

Tabela 4.9.
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Figura 4.24 - Dois fermentadores torres com decantadores intermediarios.

Tabela 4.9 — Rendimento e produtividade para as diferentes vazdes de reciclo estudadas.

Vazao de reciclo Rend. Reator Rend. Reator 2 Rendimento Produtividade
(mL/s) 1 (%) (%) Global (%) Total (g/L.h)
2,2 69,38+3,5 98,68+0,9 83,13+2,5 9,90+0,3
4,5 84,11+2,5 88,35+2,6 87,16+4,3 9,84+0,4
7,6 94,83+1,8 68,69+1,7 87,12+4,3 9,76+0,1
10,8 89,91+4,1 62,53+3,1 82,46+1,6 8,91+0,5

Com o aumento da vazdo de reciclo de células foi possivel aumentar o rendimento e
a produtividade do reator 1. Porém quando se aumentou muito esta vazdo comprometeu o
funcionamento do préprio reator 1, pois as células ficam agitadas no decantador e foram para
o segundo reator pelo sobrenadante, reduzindo a concentragdo celular no primeiro reator.
Assim, na faixa de vazdo de reciclo 2,2 mL/s a 7,6 mL/s o rendimento e a produtividade
foram aumentando, mas com a vazdo de 10,8 mL/s comegou a diminuir os valores de
rendimento e produtividade.

No trabalho de Wang et al.(2013), esses autores também utilizaram decantadores
intermedidrios na fermentacdo alcodlica continua em um sistema de dois reatores de mistura
ligados em série, para recirculagdo de células. Os resultados obtidos indicaram que um
aumento na vazao de reciclo resultou em um aumento da biomassa e consequentemente da

concentracdo do produto no reservatorio.
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Os resultados dos testes preliminares em termos de concentracio inicial de agucar,
pH da alimentacdo, tempo de residéncia, configuracdes de reatores, dispositivos para reciclo e
vazdes de reciclo de células no primeiro reator foram utilizados para a definicio de um
planejamento composto central. Neste planejamento foram estudadas as varidveis
concentracdo de sacarose, vazdo de reciclo e tempo de residéncia. Assim as faixas estudadas
no planejamento composto central foram 191 a 259 g/L de sacarose na alimentagdo, vazado de
reciclo de 1,6 mL/s a 8,4 mL/s e tempo de residéncia total (para o sistema de reatores e

decantadores)de 3,3 a 8,7 horas.

4.10Planejamento Composto Central

Os resultados da influéncia simultanea da concentracdo de sacarose na entrada do
sistema (Sp), da vazdao de reciclo (V) e do tempo de residéncia (TR), definido pelo
Planejamento Composto Central estdo apresentados na Tabela 4.10. Nela estdo contidos os
resultados em termos de rendimento no reator 1, no reator 2, rendimento total (no sistema de
reatores), produtividade no reator 1, produtividade no reator 2, produtividade total e agicar
residual na saida do sistema. Estes resultados foram determinados utilizando a montagem
experimental apresentada na Figura 4.25, com uma vazao de recirculacdo de decantado do

segundo decantador para o segundo reator igual a 5,0 mL/s em todos os experimentos.

N
. ’ vl
4

Figura 4.25 -Sistema de fermentagdo de dois reatores torres conectados em série

comdecantadores. (1 — tanque de alimenta¢do; 2 — bombas; 3 — primeiro reator;4 —
decantadores; 5 — segundo reator; 6 — tanque de vinho).

2
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Tabela 4.10 — Matriz com os resultados obtidos para avaliar a influéncia da concentragcao de
sacarose na alimentagdo, vazdo de reciclo de célula e tempo de residéncia.

Exp. Rend. Rend. Rend. Prod. Total Prod.R1 Prod. R2 ART
Total (%) R1(%) R2(%) (get/L.h) (g/L.h)  (ge/L.h) Residual
(g/L)
1 82,8 80,5 91,5 18,98 29,24 8,72 31,2
2 87,5 85,1 93,9 11,19 15,88 6,5 10,32
3 71 81,5 53,4 16,18 26,32 6,04 60,74
4 88,3 88,8 86,9 11,09 16,73 5,45 13,9
5 73,1 64,2 94,6 18,93 23,48 14,37 60,5
6 79,9 76,3 91,7 10,29 14,93 5,66 61,68
7 73,9 64,3 91,9 13,51 15,3 11,72 120,11
8 87,9 85,4 91 11,79 12,53 11,06 40,07
9 81,8 85,3 60,3 13,33 23,93 2,73 9,64
10 76,2 71,1 92,5 14,7 20,85 8,56 40,19
11 89,7 89,2 91,5 16,03 25,59 6,46 26,98
12 85,8 88 80,5 15,16 21,95 9,37 29,37
13 78,4 72,2 82,9 18,42 14,36 22,48 85,08
14 90,1 89,7 91,6 11,78 18,8 4,76 14,26
15 90,9 90,3 92,3 16,89 24,06 9,72 18,55
16 92,4 92 93,8 17,37 27,57 7,18 16,03
17 91,9 92 91,6 17,38 24,93 9,83 14,72

Na Tabela 4.10 observa-se que o rendimento do Reator 1 variou de 64,2%
(experimento 5, que € basicamente o mesmo rendimento do experimento 7) a média de 91,7%
no ponto central. Nos experimentos 5 e 7, realizados com alta concentracdo de sacarose na
entrada (250 g/L) e baixo tempo de residéncia (4h), verifica-se um baixo rendimento,

possivelmente uma consequéncia dos baixos tempos de residéncia e alta concentragdo de
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sacarose na entrada. Uma andlise isolada destes dois experimentos indica que os valores da
vazdo de reciclo ndo influenciaram no rendimento.

O menor rendimento encontrado no Reator 2 foi no experimento 9, no qual o tempo
de residéncia era intermedidrio de 6h, mas a alimentacdo do meio fermentativo foi a menor
concentracdo em sacarose (191 g/L), isto implicou também em menor produtividade no
segundo reator e, consequentemente, 0 menor valor encontrado de sacarose residual. Este fato
confirma a necessidade de se trabalhar em altas concentracdes de substrato para que o sistema
de dois reatores torre em série opere de forma eficiente, resultado este diferente do obtido por
Viegas, (2003) que afirmou em seus experimentos que quanto menor a concentracdo do
substrato e maior o tempo de residéncia maior foi o rendimento obtido no sistema de
fermentadores torres em série.

A influéncia da vazao de reciclo no rendimento do reator 1 € verificada analisando os
experimentos 5 e 7, nos quais a concentracdo de sacarose de entrada foi alta, 250 g/L e o
tempo de residéncia baixo de 4 h, onde observa-se que o aumento da vazdo de reciclo de
célula nao altera o rendimento. J4 nos experimentos 6 ¢ 8 nos quais o tempo de residéncia é
alto 8 h, o aumento da vazao de reciclo implica em um aumento no rendimento do reator 1 e
consequentemente no rendimento total, uma resposta condizente, pois em um baixo tempo de
residéncia a velocidade de entrada de sacarose € alta, provocando uma maior liberagdo de CO,
que auxilia na homogeneizacao do meio.

Os maiores valores de rendimento total foram encontrados com a concentracido de
sacarose de 225 g/L. (Experimento 11, 14 e pontos centrais) e os maiores valores de
produtividade, que € inversamente proporcional ao tempo de residéncia, foram obtidos nos
experimentos 1, 5 e 13. A produtividade alcangada nos pontos centrais se aproximou do
maximo de produtividade obtido no estudo do planejamento e o valor de acucar residual nos
pontos centrais também apresentaram-se préximos aos minimos de acucares obtidos nos

experimentos.

4.10.1 Analise dos resultados obtidos para a resposta rendimento total em etanol
das variaveis estudadas

Com os resultados experimentais do rendimento em etanol total fornecidos pela
Tabela 4.10 foram analisadas as respostas estatisticas. A partir de uma regressao multipla
analisou-se os p-valores encontrados pelo teste t-Student, onde X; representa a concentracao

de sacarose na entrada do sistema, X, representa a vazdo de reciclo e X3 o tempo de
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residéncia. Devido a grande variabilidade inerente aos bioprocessos, neste planejamento
composto central foi considerado um nivel de significincia de 90%. Dessa forma,
determinaram-se os coeficientes de regressao das varidveis e interagdes, conforme Tabela 4.9,
bem como os valores dos niveis de significancia relacionados aos mesmos. Estdo
representados na Tabela 4.11 os parametros significativos lineares (L), os termos quadraticos

(Q) e as interagdes das trés varidveis estudadas.

Tabela 4.11 — Resultado da regressdo multipla aplicada ao PCC sobre o resultado de
rendimento total da fermentagao no sistema de reatores.

Fatores Coeficiente  Erro Padrao p-valor
de regressao

Média 91,1222 0,8079 0,000000
X; (L) -3,8377 0,911701 0,002275
X, (Q) -12,3850 1,202390 0,000003
X, (Q) -2,8271 1,202390 0,043218
X; (L) 10,0552 0,911701 0,000002
X3 (Q) -6,6502 1,202390 0,000365
X;X, 4,9500 1,100759 0,001496
X,X; 4,9500 1,100759 0,001496
R’ =0,97

Utilizando os resultados do rendimento em etanol apresentados na Tabela 4.11, apds

a regressao multipla, obteve a Equacdo 4.3 com os parametros significativos.

R =91,12-3,84.X,-12,39.X,2-2,83.X,2+10,06.X3-6,65. X352 +4,95. X;. X, +4,95. X». X3(4.3)

De acordo com a Equagdo 4.3, pode ser verificado por inspecdo dos seus coeficientes
que um aumento no tempo de residéncia (X3) influencia positivamente no rendimento. J& o
coeficiente da varidvel concentragdo de sacarose (X;)indica que um aumento na concentragao

de sacarose implica negativamente no rendimento total do processo, resultado este semelhante
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ao obtido pelo trabalho de Guidini (2013), que estudou um planejamento de fermentagdo
alcéolica com leveduras floculantes em batelada alimentada e também obteve um coeficiente
de sinal negativo acompanhando a varidvel concentracdo inicial de sacarose.

Realizando a andlise de variancia (ANOVA) visualizada na Tabela 4.12, verifica-se
que o Fy foi significativo. O resultado de F calculado (F.,) foi superior ao F tabelado (Fr)
para um nivel de significancia de 10%. Esses resultados indicam uma boa concordancia entre

os valores experimentais e previstos pelo modelo, expressos na Figura 4.26.

Tabela 4.12 — ANOVA para a resposta de rendimento total.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado Fae P - valor
variacao quadrados liberdade médio
Regressao 342,51 3 114,17 3,23 0,057
Residuos 459,66 13 35,36
Total 802,17

Fr=F3,7,01=2,56

O coeficiente de determinacdo obtido apds o ajuste dos dados experimentais aos
modelos (Equagdo 4.3) indica uma boa concordincia entre os valores experimentais € 0s
previstos pelo modelo, 97% da variabilidade dos dados experimentais foram explicados pela
equagdo empirica proposta.

A andlise estatistica dos resultados experimentais é apresentada nas Figuras 4.26,

4.27 e 4.28 a seguir:
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Figura 4.26 - Distribuicdo de residuos relativos ao rendimento total.
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Figura 4.27 - Valores preditos em relagdo aos observados em relacio ao rendimento total.
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Figura 4.28 - Valores dos residuos em relagdo ao valor normal esperado para o rendimento
total.

Observando a Figura 4.26, verifica-se que a distribuicdo dos residuos comportou-se
aleatoriamente em torno do zero, ndo apresentando nenhuma tendéncia quanto a distribuigdo.
Na Figura 4.27, nota-se que as respostas experimentais obtidas para o rendimento total da
fermentacdo apresentaram valores préximos aos fornecidos pela Equagao 4.3.

Com o modelo obtido para a resposta de rendimento total da fermentacdo alcodlica
nos dois reatores torres em série usando leveduras floculantes foi possivel construir as
superficies de resposta para analisar as regides de interesse, apresentadas nas Figuras 4.29,

4.30e4.31.
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Figura 4.29 - Superficies resposta da influéncia da concentragdo de ART e tempo de
residéncia no Rendimento total do sistema fermentativo.
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Figura 4.30 - Superficies resposta da influéncia da concentragdo de ART e vazdo de reciclo no
Rendimento total do sistema fermentativo.
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Figura 4.31 - Superficies resposta da influéncia da vazao de reciclo e tempo de residéncia no
Rendimento total do sistema fermentativo.

Pelos graficos das Figuras 4.29, 4.30 e 4.31 ficam nitidas as regides Otimas,
analisando a influencia de duas varidveis estudadas na resposta de rendimento total. Na Figura
4.31, observa-se que a regido 6tima estd um pouco deslocada para valores mais altos de tempo
de residéncia e vazao de reciclo, indicando a importancia da vazao de reciclo para tempos de
residéncia altos.

A concentragdo inicial de sacarose Otima esta definida préxima ao ponto central,
como pode ser observado na Figura 4.29 e 4.30. NasFiguras4.29 e 4.31 observa a regido mais
promissora deslocada para valores um pouco mais altos de tempo de residéncia. A regiao da

vazao de reciclo na Figura 4.30 € ampla e compreende 2 a 7 mL/s.

4.10.2 Analise dos resultados obtidos para a resposta produtividade em funcao
das variaveis estudadas.

A partir dos resultados obtidos de produtividade pelo planejamento composto central
foi realizado uma regressdo multipla para analisar os p-valores encontrados no teste de -
Student, onde X, representa a concentragdo de sacarose inicial e X, representa a vazao de

reciclo e X3 o tempo de residéncia. Devido a grande variabilidade inerente aos bioprocessos,
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neste planejamento composto central foi considerado um nivel de significancia de 90%. Dessa
forma, determinaram-se os coeficientes de regressdo das varidveis e interagdes, conforme
Tabela 4.13, bem como os valores dos niveis de significancia relacionados aos mesmos. Estdo
representados na Tabela 4.13 os parametros significativos lineares (L),0s termos quadraticos

(Q) e as interagdes das trés varidveis estudadas.

Tabela 4.13 — Resultado da regressdo multipla aplicada ao PCC sobre o resultado de
produtividade total da fermentacdo no sistema de reatores.

Fatores Coeficiente  Erro Padrao p-valor
de regressao

Média 17,04 0,4337 0,0000
X, (Q) -3,06907 0,6455 0,0007
X, (L) -1,3715 0,4894 0,0187
X;(Q) -1,3432 0,6455 0,0641
X; (L) -5,5265 0,4894 0,0000
X; (Q) -1,8839 0,6455 0,0153
X,X; 2,4050 0,5909 0,0023
R?=0,95

Utilizando os resultados do rendimento em etanol apresentados na Tabela 4.13, apds

a regressao multipla, obteve-se a Equacdo 4.4 com os parametros significativos.

Produtividade = 17,04- 3,07.X,2-1,37.X, — 1,34 .X»2-5,53.X3-1,88. X532 + 2,41 X, X3(4.4)

A resposta produtividade € influenciada fortemente pelo tempo de residéncia (X3). O
aumento do tempo de residéncia implica negativamente na resposta de produtividade,
confirmando andlise dos dados da Tabela 4.10. A concentracdo inicial de sacarose nao
influencia diretamente na produtividade e a vazdo de reciclo possui uma baixa influencia
negativa na resposta.

Realizando a analise de variancia (ANOVA) visualizada na Tabela 4.14, verifica-se

que o F.y foi altamente significativo (p<0,002). O resultado de F calculado (F.,.) foi superior
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ao F tabelado (Fr) para um nivel de significincia de 10%. Esses resultados indicam uma boa
concordancia entre os valores experimentais e previstos pelo modelo, expressos na Figura

4.32.

Tabela 4.14 — ANOVA para a resposta de produtividade total.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado Fae P - valor
variacao quadrados liberdade médio
Regressao 94,62 3 31,54 9,49 0,0013
Residuos 43,22 13 3,32
Total 137,84

Fr=F3,7,01=2,56

O coeficiente de determinacdo R* = 0,95 indica que 95% obtido apés o ajuste dos
dados experimentais aos modelos (Equagdo 4.4) indica uma boa concordancia entre os valores

experimentais e os previstos pelo modelo.

Residuos

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Valores Preditos

Figura 4.32 - Distribuicdo de residuos relativos a produtividade total.
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Figura 4.33 - Valores preditos em relagdo aos observados da produtividade total.
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Figura 4.34 - Valores dos residuos em relagdo ao valor normal esperado para aprodutividade

total.

Na Figura 4.32 os residuos se comportaram aleatoriamente em torno do zero, ndo

apresentando nenhuma tendéncia quanto a distribuicao. Foi observado pela Figura 4.33 que as

respostas experimentais obtidas para a produtividade total apresentaram valores préximos aos

fornecidos pela equagdo empirica.
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Com o modelo obtido para a resposta de produtividade total da fermentagdao
alcodlica, nos dois reatores torres em série usando leveduras floculantes, foi possivel construir

as superficies de resposta para analisar as regides de interesse, apresentadas nas Figuras 4.35,
4.36 ¢ 4.37.
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Figura 4.35 — Superficies resposta de resposta da influéncia da concentracdo de ART e vazdo
de reciclo de células na produtividade total do sistema fermentativo.
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Figura 4.36 — Superficies resposta de resposta da influéncia da concentracao de ART e tempo
de residéncia na produtividade total do sistema fermentativo.
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Figura 4.37 — Superficies resposta de resposta da influéncia do tempo de residéncia e vazao de
reciclo de células na produtividade total do sistema fermentativo.
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Com as superficies mostradas nas Figuras 4.35, 4.36 e 4.37 € possivel observar as
regides de otimizacdo, analisando duas varidveis de cada vez. Na Figura 4.37 a melhor
produtividade obtida foi com valores baixos de vazao de reciclo e tempo de residéncia. Isso é
confirmado pela Figura 4.36 que com tempos de residéncia baixos se obtém melhor
produtividade, que também pode ser concluido pela Equagdo 4.4. A concentracdo 6tima de

sacarose na alimentagdo se encontra na faixa central dos valores estudados dessa varidvel.

4.10.3 Analise dos resultados obtidos para a resposta do acicar redutores totais
(ART) das fermentacoes com as variaveis estudadas

Com os resultados obtidos para o acucar residual das fermentagdes alcodlicas do
planejamento composto central foi realizada uma regressao multipla para analisar os p-valores
encontrados no teste de ¢-Student, onde X; representa a concentracdo de sacarose X
representa a vazao de reciclo e X3 o tempo de residéncia. Foi considerado um nivel de
significancia de 90%. Dessa forma, determinaram-se os coeficientes de regressdo das
variaveis e interagdes, conforme Tabela 4.15, bem como os valores dos niveis de significancia
relacionados aos mesmos. Estdo representados na Tabela 4.15 os parametros significativos

lineares (L), os termos quadraticos (Q) e as interagdes das trés varidveis estudadas.

Tabela 4.15 — Resultado da regressdo multipla aplicada ao PCC sobre o resultado de agucar
residual total (ART) da fermentag¢do no sistema de reatores.

Fatores Coeficiente  Erro Padrao p-valor
de regressiao

Média 18,4579 4,706164 0,002857
X; (L) 33,8129 6,175472 0,000271
X, (L) 12,1140 6,175472 0,078224
X (Q) 15,1627 8,144473 0,092254
X; (L) -39,4941 6,175472 0,000079
X5 (Q) 37,4683 8,144473 0,000979
X,X; -25,4552 7,456069 0,006613

R*=0,92
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Utilizando os resultados do acgucar residual apresentados na Tabela 4.15, apds a

regressdao multipla, obteve a Equagdo 4.5 com os pardmetros significativos.

Acucar = 18,46 + 33,81.X, +12,11.X,+15,16.X,2- 39,49.X3 + 37,47. X3% -25,46. X, X3 (4.5)

Os coeficientes da Equacdo 4.5 relativos a concentragdo de sacarose (X;) e tempo de
residéncia (X3) sdo valores de médulos altos, que indicam que um aumento da concentragao
de acucar na entrada do sistema, implica em aumento do agucar residual, o que ocorre no
sentido contrdrio, mas com intensidade semelhantes, com o tempo de residéncia.

Realizando a andlise de varidncia (ANOVA) para as respostas acucar residual
visualizada na Tabela 4.16, verifica-se que o F . foi altamente significativo (p<0,003). O
resultado de F calculado (F.uc) foi superior ao F tabelado (Fr) para um nivel de significancia
de 10%. Esses resultados indicam uma boa concordancia entre os valores experimentais e

previstos pelo modelo, expressos na Figura 4.38.

Tabela 4.16 — ANOVA para a resposta de agucar residual.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado Featc P - valor
variacao quadrados liberdade médio
Regressao 8308,604 3 2769,55 6,9961 0,0048
Residuos 5446,33 13 395,87
Total 13454,97

Fr=F3,7,01=2,56

Sdo mostradas na seqiiéncia as Figuras 4.38, 4.39 e 4.40 relativas aos valores
preditos com os residuos, preditos com os observados e a distribuicio normal,

respectivamente.
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Figura 4.40 - Valores dos residuos em relacao ao valor normal esperado para o actcar residual
total.

Com o modelo obtido para a resposta acucar residual nos dois reatores torres em
série usando leveduras floculantes, Equacdo 4.5, foi possivel construir as superficies de

resposta apara analisar as regides de interesse, conforme as Figuras 4.41, 4.42 e 4.43.

Acucar residual total

Vaziio de reciclo
(mL/s)

195 200. 205 210 215 220 225-3o

Concenfracio de ART (g/L)

S
WIPERL ABIWY

Figura 4.41 — Superficies resposta de resposta da influéncia da concentracdo de ART e vazado
de reciclo de células na concentragdo do agucar residual do sistema fermentativo.
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Acucar residual total

Tempo de residéncia
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Figura 4.42 — Superficies resposta de resposta da influéncia da concentracao de ART e tempo
de residéncia na concentracdo do agucar residual do sistema fermentativo.
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Figura 4.43 — Superficies resposta de resposta da influéncia do tempo de residéncia e vazao de
reciclo de células na concentragdo do actcar residual do sistema fermentativo.

Os menores valores obtidos do agucar residual foi para baixas concentragdes de

sacarose na alimentacdo e para tempos de residéncia um pouco maiores que os do ponto
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central. A vazdo de reciclo produziu menor resultado de acucar no final da fermentacdao
préximo aos valores centrais do estudo.

As curvas de superficie de contorno apresentadas na Figura 4.44 foram obtidas com
os dados de rendimento, produtividade e acucar residual total, respectivamente e sao
importante para avaliagdo conjunta das varidveis propostas em relagdo as respostas estudadas
com a finalidade de selecionar regides de operagdo em que se obtém os melhores resultados.
Assim foi feito as curvas das trés respostas obtidas pelo planejamento fixando uma das

varidveis e analisando as outras duas conjuntamente, como observado na Figura 4.44.

Tempo de residéncia (h)
LA b= -1 = o

oY

2 3 4 5 6 7 8
Vazédo de reciclo (imL/s)

(a)
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Figura 4.44 — Curvas de contorno para Concentracdo de sacarose na alimentagdo, vazio de

reciclo de célula e tempo de residéncia.( — produtividade (g/L.h); === acucar residual
(g/L); ---- rendimento (%)). (a) Fixando SO em 225 g/L; (b) Fixando TR em 6h; (c) Fixando V
em 5 mL/s.
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Na Figura 4.44a das curvas de contorno das varidveis de vazdo de reciclo de célula
(mL/s) e tempo de residéncia (h), observa-se que para um baixo valor de tempo de residéncia
o aumento da vazdo de reciclo diminui o rendimento total, ja para altos valores de tempo de
residéncia o aumento da vazao de reciclo implica positivamente no resultado do rendimento
total.

Para a regido com maior rendimento procurou-se faixas de valores das varidveis
concentracdes de sacarose na alimentacdo, vazio de reciclo de célula e tempo de residéncia
com maiores valores para a produtividade e os menores valores de agucar residual. Nota-se
nas Figuras 4.44a, 4.44b e 4.44c que a regido selecionada encontra-se proximo a intervalos de
concentracdo de sacarose de 215 a 230 g/L, vazdo de reciclo de 4 a 6,5 mL/s e tempo de
residéncia de 5,5 a 8 h.

Para a validacdo dos resultados otimizados foi realizado uma fermentacdo continua
com Sp =225 g/L; V=5 mL/s e TR = 8h. O tempo de residéncia escolhido foi de 8 h, dentro
da faixa otimizada,por diminuir o agucar residual e melhorar as condi¢des de processo. Os
resultados obtidos foram: rendimento total de 92%, produtividade total de 12,11 g/L.h e
acucar residual de 29,10 g/L, sendo que os resultados obtidos utilizando os modelos foram de
92,82%, 13,33 g/L.h e 18,46 g/L, respectivamente. Os resultados experimentais foram
proximos aos do modelo, indicando serem modelos representativos do processo de dois
fermentadores tipo torre em série utilizando leveduras de caracteristicas floculantes para a
producdo de etanol. Esta condi¢do foi selecionada por estar préxima das condi¢des do ponto
central que havia mostrado boa reprodutibilidade experimental e préxima da condicdo do
experimento 14 que apresentou bons resultados para as respostas estudadas. Vale ressaltar que
para as concentragdes de sacarose maiores que 200 g/L e tempo de residéncia de 6 a 8 h foi
possivel obter altos valores de rendimento total (maior que 90%) e principalmente de
produtividade total (maior que 11g/L.h) mostrando que o processo (reatores tipo torre com
leveduras floculantes) € muito promissor em relagdo aos processos convencionais de operagao
continua e em batelada alimentada muito utilizados nas usinas do Brasil.

No trabalho de Wang et al.(2013), utilizando alimentag¢ao de 200 g/L. de sacarose no
sistema de dois reatores de mistura em série com leveduras floculantes e
decantadoresintermedidrios, obteve-se uma produtividade de 7 g/L.h e alcangou a producao de
92,8 g/LL de etanol e 11,2 g/LL de agucar residual. Neste trabalho os autores concluiramque
sistemas com alta taxa de diluicdo poderiam minimizar o crescimento de bactérias

contaminantes, estabilizar mais o sistema e aumentar a produtividade.
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No trabalho de  Andriettact al.(2003), ao utilizar 12 cepas de
Saccharomycescerevisiae de caracteristicas floculantes em um sistema semelhante ao do
presente trabalho, sem reciclo de célula, obteve 85,53% de rendimento em etanol, enquanto
Viegas 2003 utilizando uma dessas cepas em reatores torre alcangou rendimento de 91%.

Os resultados do presente trabalho, quando comparados aos da literatura, indicam
que a cepa C2/00, selecionada pelo CPQBA e utilizada no desenvolvimento deste estudo tem
potencial para uso industrial, pois apresentou rendimentos acima de 90%, alta produtividade e
excelente capacidade de floculagao.

Paiva et al.(1996), utilizaram um sistema de reatores de leito fluidizado para
producdo de etanol e obtiveram produtividade de 14,4 g/L.h e rendimento de 88,3%.

O tempo de residéncia escolhido para o trabalho de Viegas, (2003) foi de 3,75 h em
cada reator, utilizando trés reatores torres em série empregando células floculantes. O
primeiro reator recebe metade da alimentagdo total e o segundo recebe a outra metade,
juntamente com o efluente do primeiro reator, e o terceiro reator € alimentado pelo efluente
do segundo. Com esse sistema de reatores o autor obteve a maior produtividade encontrada no

trabalho que foi 27,39 g/L..h e 90% de rendimento.

4.11Caracterizaciao hidrodinamica do sistema de reatores

Os tempos de residéncia foram obtidos pela técnica de estimulo e respostadegrau,
utilizando cloreto de sédio como tracador. Foram realizados estudos com tempos de
residéncia diferentes e dois sistemas de reatores. Primeiramente, foi estudado um sistema de
dois reatores torres ligados em série (Sistema 1) com tempo de residéncia de 17 horas. Com a
necessidade de inserir os decantadores intermedidrios, foi realizado outro estudo do tempo de
residéncia com os reatores torres em série acoplados dois decantadores e reciclo de células
(Sistema 2), com tempo de residéncia de 6 horas.

No sistema 1 a funcdo resposta F(t) é apresentada na Figura 4.45 obtendo pelos
calculos matematicos o tempo de residéncia de 17,09 horas, que comparando ao tedrico de
16,7 horas apresentou um desvio de 2,28%.

O sistema 2, de reatores torres em série com decantadores intermedidrios a funcao
resposta F (t), estd apresentado na Figura 4.46e o tempo de residéncia obtido através da DTR
foi de 6,92 horas, que comparado ao tempo de residéncia tedrico de 6 horas apresentou um

desvio 13,29%. Estes desvios indicam um comportamento préximo ao ideal para os
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biorreatores utilizados, uma vez que estes desvios sdo caracteristicos de formacdo de curto-

circuitos ou “by-pass” no reator.
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Figura 4.45 — Distribuicao cumulativa de F(t). Ensaio com meio e biomassa no Sistema 1.
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Figura 4.46 — Distribuicdo cumulativa de F(t). Ensaio com meio e biomassa no Sistema 2.
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A distribuicdo cumulativa (Figura 4.45 e 4.46) forneceu a curva E(t) (derivada
primeira da funcao F(t)) necessdria ao cdlculo da variancia e consequentemente do coeficiente
de dispersdo axial. Para este cédlculo a distribui¢do cumulativa experimental foi ajustada por
um polindmio de quinto grau com coeficiente de correlagao igual a 0,9984 e 0,9986 para o
sistemas|1 e 2, respectivamente.

A partir de uma andlise da Figura 4.45 em comparacdo com a Figura 4.46 para o
escoamento no reator tubular, percebe-se uma grande dispersdo e, portanto, o nimero de
dispersdo pode ser calculado utilizando a Equacdo 3.15 para sistemas fechados. O nimero de
Peclet encontrando pela Equacdo 3.14 foi de 2090,98 e 808,72, indicando um nimero de
dispersdo (Equagdo 3.15) de 4,78 . 10" ¢ 1,23 . 10 para os sistemas] e 2, respectivamente.
Com estes nimeros de dispersdo para os dois reatores sequenciais com 10% (v/v) de
Saccharomycescerevisiae, pode-se concluir que o escoamento em ambos os reatores € do tipo
mistura, com dispersdao pequena (LEVENSPIEL, 1980).

Para as condi¢des de concentracdo de sacarose de 160 g/L e 225 g/LL e
operacionalidade dos sistemas 1 e 2, respectivamente, com concentracdo celular de 10°
células/mL e pH 5,0 na alimentacdo, o rendimento e produtividade alcancados foram de
92,16% e 9,83 g/L.h no tempo de residéncia de 17 horas e 93,8% e 17,37 g/L..h no tempo de
residéncia de 6 horas. Observa-se que com o reciclo de células foi possivel diminuir muito o

tempo de residéncia resultando em um aumento da produtividade e do rendimento.

4.12 Efeito da concentracio de melaco na fermentacio alcodlica com leveduras
floculantes.

A concentracdo de melaco influenciou a formacdo de flocos e o rendimento da
fermentacao alcodlica. Quanto maior foi a concentragdo de melago, menores foram os flocos.
Com 40 e 50% de melaco em caldo, os flocos se dissolviam no meio, e apés a fermentacao do
actucar ndo era possivel visualizar a decantacao de células. Enquanto com concentracdes de 10
a 30% foi possivel observar flocos nitidos que decantavam no final da fermentacdo, como

pode ser visto na Figura 4.47.
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30% de melago 40% de melago 50% de melago
Figura 4.47 -Fermentacao alcodlica com leveduras floculantesC2/00 em diferentes
concentracdes de melago.

Observa-se pelos resultados apresentados na Tabela 4.17 que a concentracdo de
melaco também influencia nos resultados da fermentacdo alcodlica. Com as menores
concentracoes de melaco, de 10 a 30%, estudadas resultou em rendimentos altos
econcentracoes de sacarose residual aumentando com o aumento da concentracdo de melago.
Sendo que as concentracdes de melagco utilizadas na industria estdo proximas a 12% de

melaco em caldo de cana.

Tabela 4.17- Rendimento, produtividade e sacarose residual da fermentacdo alcodlica para
diferentes concentracdes de melacgo para a levedura C2/00

Concentracaode Concentracio  Rendimento  Produtividade Sacarose
melaco (%) inicial de (%) (g./L.h) residual (g/L)
sacarose (g/L)
10 166,55+1,7 90,26+0,9 4,87+0,04 8,29+0,08
20 185,74+3,7 89,28+1,7 4,53+0,09 36,7+0,73

30 204,93+6,1 89,18+0,7 3,8+0,08 79,86+2,1
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Algumas possibilidades da influéncia negativa do aumento da concentracdo do
melaco no meio fermentativo pode ser a presenca de sais e/ou em maior concentracdo dos
compostos fendlicos, dcidos organicos e hidroxi-metil-furfural (HMF), que apresentam agao
antimicrobiana, afetando assim o desempenho das leveduras. Pois, no caldo decana estdo
presentes compostos fendlicos e flavonoides responsdveis pela coloracio do mesmo, segundo
Smith(1976) e Clarke et al.(1985). A concentracdo desses compostos na cana estd relacionada
a existéncia de fungos, bactérias e insetos (CRUIKSHANK & PERKIN, 1964; FRIEND,
1979). Virios trabalhos t€ém sido realizados para identificacdo do potencial germicida dos
compostos fendlicos e concluiram que a poténcia germicida aumenta com o aumento do peso
molecular dos compostos fendlicos (TOSETTO, 2008).

O actimulo dos compostos fendlicos ocorre no melaco que posteriormente serd
fermentado, pois durante o cozimento, a temperatura ndo € suficiente para degradd-los. Além
disso, durante o cozimento, pode ocorrer a degradacao térmica da sacarose, formando acidos
organicos, acido latico, férmico, acético e o hidroxi-metil-furfural (HMF) (TOSETTO, 2008).

Pode-se concluir que com até 30% de melaco em caldo o processo fermentativo

apresentou bons resultados.

4.13 Testes com caldo de cana no sistema de reatores

Apés os estudos utilizando meio sintético, realizou-se experimentos com meios
industriais, para verificar o funcionamento e eficiéncia do sistema de reatores em estudo,
sistema de dois reatores torres em série com funcionamento continuo utilizando leveduras de
caracteristicas floculantes, com recirculacio de células e decantadores intermedidrios.
Utilizou-se, para isto, meio de caldo de cana e caldo de cana acrescida de melago, fornecido
por Arapora Bioenergia, Minas Gerais, sempre acrescentado 6ppm de Kamoran para o
controle da contaminagdo.

Foi observado que ao alimentar o sistema com caldo de cana, obteve-se rendimento
total de 93,8%, mas a sacarose foi totalmente consumida no primeiro reator, sendo necessario
apenas um reator torre para a fermentacdo com caldo de cana, o qual apresentava uma

concentracdo de sacarose de 147,36 g/L.
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4.14 Estudo da estabilidade do processo fermentativo em reatores torres em série

A estabilidade do sistema foi analisada durante 17 dias, alimentando o sistema com
225 g/LL de sacarose, acrescentado de 6 ppm de Kamoran, utilizando vazdo de reciclo de 5
mL/s e retirandoamostras a cada tempo de residéncia, ou seja de 6 em 6 horas, e observou-se
que o sistema se mantinha estdvel, com flutuacdes maximas de 16% no rendimento total
apresentado. O experimento ndo foi realizado por mais tempo, pois apresentou resultados

satisfatérios no periodo e os custos para se manter o processo € alto.



CAPITULO 5
CONCLUSOES E SUGESTOES

Neste capitulo sdo apresentadas as principais conclusdes deste trabalho, bem como

sugestoes para trabalhos futuros.

5.1 Conclusoes

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

Os valores de capacidade fermentativa obtidos pelas seis leveduras
Saccharomycescerevisiaefloculantes disponiveis para o estudo alcangaram
niveis altos, porém uma andlise simultdnea dos pardmetros implicou na
escolha da cepa C2/00 doada pelo CPQBA para a continuagdo do trabalho;

O pH, a temperatura e a agitacdo influenciaram na formac¢ao dos flocos e no
rendimento e produtividade da fermentacdo alcodlica. Valores de pH abaixo
de 4,0, temperaturas acima de 35°C e agitacdo acima de 100 rpm provocaram
uma dispersao dos flocos no meio. Valores de pH na faixa de 4,0 a 5,0 foram
os mais adequados ao processo por conduzirem aos melhores resultados de
rendimento e produtividade, além de manter a levedura floculada;

A levedura floculante C2/00 apresentou uma velocidade especifica de
sedimentacdo 0,178 min', possibilitando a separacdo e recirculacdo das
c€lulas decantadas;

O uso de antibidticos naturais e comerciais testados no trabalho levaram a
resultados satisfatérios, sendo que para o uso de Kamoran e Beta Bio os
melhores resultados foram em concentragdes um pouco acima do
recomendado pelos fabricantes, sendo 6 ppm e 35 ppm, respectivamente;

O sistema proposto para a fermentagdo alcodlica com dois reatores torres
ligados em série com recirculacdo de células e decantadores intermedidrios
foi promissor, pois garantiu um bom funcionamento, permitiu que o primeiro
reator fosse alimentado com altas concentracdes de sacarose, que as células

fluidizassem no segundo reator minimizando a perda de células para o
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efluente segundo reator. Além disso, o sistema alcancou altos rendimentos e
produtividades da fermentacdo alcodlica com leveduras floculantes;

Os valores otimizados pelo planejamento composto central para as varidveis
estudadas concentragcdo de sacarose na alimentagdo, vazao de reciclo e tempo
de residéncia do sistema estdo compreendidos entre: 215 a 230 g/L, 4 a 6,5
mL/se5,5a8h.

Na condicdo otimizada do sistema obteve-se um rendimento de 92% e
produtividade 12,11 g/L.h, resultadosesses muito bons se comparados aos
processos industriais brasileiros;

Foi observado que ao alimentar o sistema com caldo-de-cana, obteve-se
rendimento total de 93,8%, mas a sacarose foi totalmente consumida no
primeiro reator, sendo necessdrio apenas um reator torre para a fermentagao
com caldo de cana, o qual apresentava uma concentracdo de sacarose de

147,36 g/L.

O sistema de dois reatores torre com reciclo de células, operado em processo
continuo se mostrou adequado para fermentacao alcodlica utilizando caldo de
cana como substrato com rendimentos acima de 90% e também misturas de
caldo e melago até a proporcao de 20% de melaco em caldo;

Com a utilizacdo de misturas de melaco no meio fermentativo observou que
parauma propor¢do maior que 30% de melaco em caldo ocorreu

desfloculagio.

5.2 Sugestoes para trabalhos futuros

As sugestdes para trabalhos futuros sdo:

Fazer a cariotipagem das seis leveduras de caracteristicas floculantes
disponiveis para o trabalho;

Realizar PCR para detectar os genes responsaveis pela floculagdao FLO;
Medir o tamanho, a distribui¢do dos flocos e caracteriza-los;

Obter alguns modelos matemdticos para essa fermentacdo continua com
células floculantes;

Dimensionar decantadores ideais para o processo estudado;
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e (aracterizar melhor o melago para verificar a real influéncia que ocorre com
sua utilizacdo com células floculantes;
e Fazer fermentacdes com outras leveduras floculantes nesse sistema montado

com recirculacdo de células e decantadores intermedidrios;
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