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RESUMO

A aplicagdo de estratégias de engenharia de processo para o desenvolvimento de sistemas de
fermentacdo de alta produtividade ¢ considerada uma questdo-chave na industria do bioetanol.
Uma estratégia para elevar o potencial de producdo de etanol e minimizar os problemas
gerados ¢ a fermentagdo com teor alcoolico elevado, que pode ser realizada através da
utilizacdo de mostos mais concentrados em acucares fermentesciveis (VHG). Esta tecnologia
pode ser utilizada em escala industrial para a producdo de etanol e apresenta vantagens como
a obtengdo de teores mais elevados de etanol e minimizagdo dos custos de produgdo, em
contraposicdo apontam novos desafios como minimizar os efeitos do estresse osmotico e
alcodlico, a que as leveduras sdo submetidas. Neste contexto, o presente trabalho teve como
objetivo estudar o perfil fermentativo de trés linhagens industriais; PE-2, Y-904, e Ethanol
Red em processos de fermentacdo conduzidos em batelada repetida, a 20, 23, 25, 27 ¢ 30°C e
da levedura de caracteristica floculante FL-20 em batelada repetida e em reator tipo air-lift,
com énfase as condi¢cdes de fermentacdo VHG. Vinhos com teores de etanol variando de 16 a
18% (v/v) foram obtidos ao final das fermentagdes de mostos contendo 300 g/L de glicose
pelas estirpes PE-2, Y-904, e Ethanol Red. O completo consumo da glicose e a manutencao
da viabilidade celular em experimentos com reuso das células mostraram ser viaveis a
aplicagdo da fermentagdo de mostos concentrados para a producdo de etanol. Com a estirpe
FL-20 estudada em batelada repetida em 8 ciclos consecutivos, com reciclo das células,
obteve-se uma concentracdo média de etanol de 130 g/L, com uma produtividade final de 2,77
g /L.h. Entretanto, para o reator trabalhando em continuo, o estado estaciondrio para a taxa de
diluicdo de 0,03h foi atingido com valores altos de glicose residual e concentracao de etanol
abaixo do esperado, além de verificar perda da capacidade de floculagdo da levedura.
Estudou-se também a influéncia conjunta da concentragdo de acucar, concentragcdo celular e
temperatura na fermentagdo VHG em processo batelada alimentada, utilizando caldo e melago
de cana de acucar, empregando a cepa Y-904. Foi observado que utilizando a condi¢ao gerada
no Delineamento Composto Central (DCCR) que maximiza as varidveis estudadas
(temperatura de 27°C, 300 g/L de concentragdo de substrato e 15 % de concentracdo celular),
obteve-se um valor de produtividade de 4,42 g/L.h, 90% de rendimento e 135 g/L de etanol.
As equagdes fornecidas pelo DCCR com coeficiente de determinagdo na faixa de 0,91 a 0,93;
conseguirem descrever bem o comportamento do processo de fermentacao.

Palavras-chave: etanol; fermentacdo alcodlica VHG; influéncia da temperatura; fermentagdo
com alto teor de etanol



ABSTRACT

The application of process engineering strategies for the development of high productivity
fermentation systems is considered a key issue in the bioethanol industry. One strategy to
increase the potential for ethanol production and to minimize the problems generated is the
fermentation with high alcohol content that can be achieved through the use of more
concentrated musts in total sugars (VHG). This technology can be used on an industrial scale
for the production of ethanol and presents advantages such as obtaining higher levels of
ethanol and minimizing production costs; in contrast they point to new challenges such as
minimizing the effects of stress, osmotic and alcoholic, which yeasts are submitted. In this
context, the present study aimed to study the fermentative profile of three industrial strains;
PE-2, Y-904, and Ethanol Red in repeated batch fermentation processes at 20, 23, 25, 27 and
30 °C and flocculent yeast FL-20 in repeated batch and air-type reactor -lift, with emphasis on
VHG fermentation conditions. Wines with ethanol contents varying from 16 to 18% (Vv/v)
were obtained at the end of the fermentations of must containing 300 g/L of glucose by strains
PE-2, Y-904, and Ethanol Red. The complete utilization of glucose and mamtenance of cell
viability in experiments with cell reuse showed that the fermentation of concentrated must for
bioethanol production is feasible. With the FL-20 strain studied in repeated batch cycles n 8
consecutive cycles with cell recycling, a mean ethanol concentration of 130 g/ was obtained,
with a productivity of 2.77 g/L.h. However, for the continuous reactor, the steady state for the
dilution rate of 0.03h was reached with high values of residual glucose and ethanol
concentration below that expected, n addition to the loss of flocculation capacity of the yeast.
The influence of sugar concentration, cell concentration and temperature on VHG
fermentation in a batch process fed with sugar cane molasses and broth was studied using the
strain Y-904. It was observed that using the condition generated in the Central Compound
Design (DCCR) that maximizes the studied variables (temperature of 27°C, 300 g/L of
substrate concentration and 15% of cellular concentration), a productivity value of 4.42 g/Lh,
90% yield and 135 g/ ethanol. The equations provided by the DCCR with coeflicient of
determination in the range of 0.91 to 0.93; to describe the behavior of the fermentation
process.

Key-words: ethanol;, VHG alcoholic  fermentation, temperature influence; alcoholic
fermentation with high etanol concentration.



CAPITULO 1
INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a conversdo da biomassa em etanol combustivel ganhou mais
atencdo devido a crescente crise de energia, alta no prego do petroleo e questdes ambientais
(UNICA, 2018). Uma ampla gama de substratos, tanto de sacarina como de amido, tem sido
utilizados para a producao de etanol. No Brasil, a principal fonte de matéria-prima empregada
na producdo de etanol ¢ a cana-de-agucar. A cana se destaca como a principal matéria-prima
utilizada na fermentacao alcodlica, devido a sua disponibilidade e custo, bem como por ser
uma fonte rica de carbono com elevada concentragdo de agucares, além de possuir o método
de produgao de etanol mais simplificado, pois a fermentagdo ocorre de maneira direta, sem
necessitar de outras etapas quimicas ou biologicas de preparo do substrato (NIGAM e
SINGH, 2011; FERMENTEC, 2017).

Diversos estudos cientificos no campo microbioldgico t€m sido cruciais para a
evolugdo da industria de etanol no Brasi, como por exemplo, o aprimoramento e
desenvolvimento de novos processos de fermentacdo, selecdo de linhagens robustas de
levedura industrial, melhor controle de contammantes bacterianos, melhoria do controle
quimico e microbiologico nas destilarias. Atvalmente, novas fronteiras cientificas e
tecnologicas sdo enfrentadas pela industria para melhorar o processo de fermentacdo da
producdo de etanol no Brasil (AMORIM at al., 2010; FERMENTEC, 2018).

A fermentagdo alcodlica pode ser melhorada por meios de processos de otimizacdo e
selecdo de microrganismos robustos (PEREIRA et al, 2012). Um importante campo de
pesquisa em fermentacdo alcodlica ¢ a busca por novas linhagens de leveduras com alta
tolerancia a temperatura e etanol, e capazes de produzir vinhos fermentados de alta
concentracdo alcodlica bem como identificar os fatores relacionados a condigdo atual de
processo que impedem a condugdo do processo de fermentacdo no limite da alcool tolerancia
das leveduras industriais. A conjugacdo desses fatores numa linhagem de levedura seria
bastante atrativa na medida que produzria redugdo no consumo de 4dgua de resfriamento,
reducdo no volume de vinhaga além de reducdo de consumo de energia na destilaria como um
todo (MIRANDA Jr. et al, 2009).

Uma das estratégias de processo atualmente aplicadas na industria de fermentagdo ¢
a tecnologia de fermentagdo de alta concentragdo de acgucares fermentesciveis (VHG). Esta
técnica traz uma séric de beneficios potenciais sobre as abordagens convencionais, incluindo:

consideravel economia de 4gua, maior produtividade de etanol, reducdo de custos associados
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com o tratamento do efluente (vinhaga), bem como uma consideravel economia de energia na
etapa de destilacdo, menor custo de capital e também minimizacdo na contaminagdo
bacteriana. Esta tecnologia proporciona um aumento da producdo sem grandes mvestimentos

e alteragdes nas instalagdes existentes e tém sido amplamente empregada para a producdo de

etanol (QIU e JIANG, 2017; AUESUKAREE, 2017).

Varios fatores desempenham um papel importante na dimmnuicdo da eficiéncia e
desempenho da fermentagdo alcoolica pelas leveduras. Os fatores mais importantes que
contrbuem para o aumento do estresse na fermentagdo alcodlica sdo: mibicdo pelo produto
final, o etanol e alguns sub-produtos tais como acidos orgadnicos; pressdes osmoticas
resultantes de altas concentragcdes de acgucar; temperaturas elevadas; dimmnuicdo do
crescimento celular devido a falta de aeragdo; contaminagdo por bactérias; inbicdo da
fermentacdo devido a instabilidade da cepa que conduz a formagdo de mutagdes/variantes. De
todos estes fatores, o efeito mibitorio do etanol sobre as células da levedura é considerado o

fator mais importante na fermentacdo alcoolica (BAI et al., 2008).

O aumento da tolerdncia da levedura ao etanol pode resultar na obten¢do de vinhos
com altos teores alcodlicos. Isso permite a otimizagdo do uso de fermentadores e
equipamentos para realizacdo da fermentacdo. Além disso, possibilita diminuir a vinhaga

gerada e minimizar os impactos ambientais pelo uso desse residuo (VITOR, 2014).

Baseado na importancia de se obter vinhos com maiores teores de etanol este
trabalho estudou o comportamento de diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae e fatores

mibitorios associados as fermentagdes VHG em diferentes condicdes operacionais.

1.1 OBJETIVOS
Com base no exposto tem-se como objetivo geral do presente trabalho estudar o
processo de fermentacdo alcodlica com altas concentracdes de agucar (VHG) empregando

diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae.

1.1.1 Objetivos Especificos
Como objetivos especificos tém-se:
* Avaliar o desempenho das cepas de Saccharomyces cerevisiae : Y-904, Ethanol Red e
PE-2 em batelada repetida, em condicdes VHG, na faixa de temperatura de 20 a 30°C;
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* Estudar o comportamento da levedura de caracteristica floculante FL-20, em situagao
VHG em fermentagdes sucessivas a 30°C;

* Avaliar o desempenho da levedura FL-20, de caracteristica floculante, na fermentacao
alcoodlica VHG em reator air-lift;

* Caracterizar caldo de cana e melaco da fabricacdo de aglicar em termos de
concentracdes de acucares ¢ sais;

* Estudar a influéncia conjunta da concentragdo de acgucar, concentracdo celular e
temperatura na fermentagdo VHG em processo batelada alimentada, utilizando caldo e

melaco de cana de acticar empregando a cepa Y-904.



CAPITULO 2
REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo ¢ apresentada uma revisdo da literatura sobre os temas pertinentes a

este trabalho, dando énfase para a fermentacdo alcoolica utilizando a tecnologia VHG.

2.1 ETANOL

O etanol ¢ um dos mais importantes combustiveis renovaveis que contribui para a
reducdo das emissdes de dioxido de carbono, além de ser uma alternativa aos problemas
energéticos no mundo em razio da escassez e alta dos precos dos combustiveis fosseis.
Atualmente, o Brasil ¢ o segundo maior produtor mundial de etanol, tendo em primeiro lugar
os Estados Unidos (NOVACANA, 2018; IBETO etal., 2011).

A produgdo industrial de etanol ocorre principalmente por via fermentativa. Um dos
fatores que torna a produgdo de etanol por fermentacdo mais econdmica ¢ o grande numero de
matérias-primas naturais existentes em todo o pais. Qualquer matéria que contenha agucar ou
outro carboidrato constitui-se em matéria-prima para obtencdo de etanol, o qual ¢ produzido
principalmente por meio da conversdo de acucares, de amido ou celulose (AQUARONE et
al, 2001; SZWARC, 2010).

Nas destilarias brasileiras, o etanol ¢ produzido pela fermentacdo de mostos
preparados a partir da mistura de caldo de cana-de-actcar ou dgua e melago em diferentes
propor¢des, de modo a se obter uma concentragdo total de agucares fermentescivéis de cerca
de 20°Brix (180 g/ de sacarose, considerando 90% de pureza) (BASSO etal., 2011).

O melaco de cana ¢ um subproduto da producdo de acgucar, apresenta em sua
composi¢do, agua, carboidratos fermentesciveis (cerca de 45-60% de sacarose e 5-20% de
glicose e frutose), compostos ndo agucarados de origem orginica (ammoacidos, vitaminas e
proteinas) e minerais (BASSO et al,, 2011).

O processo integrado de producdo de agucar e etanol é o mais empregado pelas
industrias sucroenergéticas no Brasil. Cerca de 70% das instalagdes industriais sdo plantas
produtoras de acuicar com destilarias anexas e as demais sdo destilarias autdnomas

(HENDLER, 2011). A Figura 2.1 ilustra como as partes deste sistema se relacionam.
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Figura 2.1 — Fluxograma da producao de agucar e etanol (Fonte: CRUZ, 2015).

A partir do bagago gerado pelo processamento da cana, ¢ possivel produzir energia,
utilizada para alimentar a propria usina. O excedente ¢ vendido para as concessiondrias €, com
essa contrbuicdo, a cana-de-agucar se tornou a principal fonte de energia renovavel,

responsavel por 17,5% da matriz energética brasileira, superior a fonte hidraulica (12,6%) e

atrds apenas de petroleo e derivados (36,5%) (NOVACANA, 2018).

O etanol desempenha um papel importante na economia brasileira, pois pode ser
utiizado como combustivel nos veiculos flex-fuel (hidratado), misturado com a gasolina
(anidro), com vista a baratear o combustivel, aumentar sua octanagem e reduzir a emissao de
poluentes, além da utilizacdo do etanol anidro na fabricagdo de tintas, vernizes, solventes, etc
(NOVACANA, 2018). O fechamento da producdo brasilera de etanol anidro na safra
2016/17, foi de 11,07 bihdes de litros, producdo 1,2% inferior & safra passada, que foi de

11,21 bilhdes de litros (Figura 2.2) (CONAB, 2017).




Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica 13

35.000,0
30.000,0

25.000,0
20.000,0
15.000,0
10.000,0

5.000,0

2005/ 06 2008/ 07 2007/ 08 2008/ 09 2009/ 10 2010/ 11 2011/ 12 2012/ 13 2013/ 14 2014/ 15 2015/ 16 2016/ 17
N Banol Hidratado  m Banol Anidro

Milhdes de litros

Figura 2.2 — Série historica de producdo de etanol anidro e hidratado (Fonte: CONAB, 2017).

Apesar do aumento no consumo de gasolina no ano de 2016, os pregos favoraveis do
acucar incentivaram a producdo desta commodity em detrimento ao etanol. O etanol hidratado
teve uma redugdo na sua producdo tendo vista que, além de destinarem uma parcela maior da
moagem para producdo de agucar, houve uma queda forte na sua demanda, por conseguinte, o
etanol anidro se tornou mais vantajoso devido os pregos tenderem a ser mais remuneradores.
Segundo a Agéncia Nacional do Petroleo (ANP), o consumo de gasolina aumentou 5,5%
(2,29 bilhdes de litros) na safra 2016/17 em relagdo ao mesmo periodo da safra 2015/16,
enquanto o consumo de etanol hidratado cawu 21,1% (3,67 bilhdes de litros) (CONAB, 2017).

No Brasil a maior parte do etanol é produzido por um processo de fermentacdo em
batelada alimentada com reciclo de fermento (em torno de 80% do total). O restante do etanol
¢ produzido por fermentacdo continua multiestagio com reciclo de fermento. Os pardmetros
caracteristicos da fermentacdo, atualmente, sdo: rendimento de conversdo de agucar acima de
90%, atngindo 91% em algumas usinas; os titulos de etanol no vinho atingem 8 — 9 °GL;
tempos de fermentacdo de 6 a 11 horas; concentragdo de fermento no vinho final tipica de
13% v/v e volume final de vinhoto apds destilagdo 12 — 15 litros/litro de etanol
(NOVACANA, 2018).

De acordo com Alves (2015), no Brasil, devido a grande demanda pelo uso do
etanol, t€ém-se uma intensa produgdo deste biocombustivel, ¢ bilhdes de litros de vinhaga, sdo
gerados diariamente no pais.

A vinhaga é o principal, ¢ mais critico, subproduto da agroindustria sucroenergética.
Obtida através da destilacdo do vinho, esse residuo ¢ produzido na relagdo aproximada de

12/1, ou seja, 12 litros de vinhaga para cada litro de etanol fabricado (FERMENTEC, 2015).



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica 14

O uso da vinhaca para fertirrigagdo da cana-de-acucar € reconhecidamente uma boa
pratica agricola do ponto de vista ambiental e produtivo, pois permite a reciclagem de
minerais, economia com fertilizantes a base de potdssio, aumento da fertilidade do solo e
reducdo da captacdo de Adgua para irigacdo. Entretanto, devido ao acumulo de ions pela
aplicacdo continua da vinhaga nas mesmas areas por diversos anos, assim como dos riscos de
lixiviacdo e contaminagdo de lencol fredtico, as legislagdes atuais restringem o uso da vinhaga
em solos onde a concentracdo de potdssio (camada 0-80 cm) seja superior a 5% da CTC —
Capacidade de Troca de Cations. Isso levou a necessidade de distribuir a vinhaga em areas
mais distantes, elevando os custos de transporte e aplicagdo (AMORIM et al., 2015).

A constru¢do de canais que cortam areas férteis por dentro do canavial, a
immpermeabilizagdo de reservatorios, o uso de caminhdes, a aquisicdo ¢ o dimensionamento de
bombas e de tubulagdes para atender a vazdes elevadas, a manuten¢do e os prejuizos causados
pela corrosdo da vinhaca acabaram aumentando os custos das usinas, os quais estdo
diretamente relacionados com o volume de vinhaga, o raio médio do canavial e as formas
utilizadas para armazenamento, transporte e sua aplicacdo no campo (NETO, 2016).

Por sua vez, o volume de vinhaga produzido pela industria estd diretamente
relacionado ao teor alcodlico do vinho. Um pequeno aumento no teor alcodlico das
fermentacdes pode gerar uma economia significativa com a vinhaga (AMORIM, 2015).

Um novo processo de fermentagdo alcoodlica, mtitulada como tecnologia VHG (Very
High Gravity), sigla em inglés que faz referéncia a alta concentragdo de aglcares no caldo
fermentativo, possui ganho de eficiéncia de at¢ 7%. Trata-se de uma fermentagdo alcodlica
com reciclo de células, voltada a obten¢ao de vinhos de alto teor alcoolico, 16% em volume.
A producdo de vinhaca durante a fermentagdo VHG ¢ reduzida em 60% devido & maior taxa
de conversdo alcoolica. Isso diminui o custo de producdo de etanol ente 5 e 7% (CTBE,
2014).

A Figura 2.3 ilustra os custos e a economia em funcdo da elevacdo do teor alcodlico
e da reducdo do volume de vinhaga para uma usina que produz 120.000 m?® de etanol por

safra.
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Teor alcodlico no vinho (%)

Parametros avaliados 8 10 12 14 16

Produgdo de etanol na safra (L) 120.000.000 120.000.000  120.000.000  120.000.000  120.000.000
Volume de vinhaga (L) 1.485.104.795 1.186.494.221  587.664.158  845.786.645 739.470.622
Lvinhaga / L etanol 12,38 9,89 8,23 7.05 6,16
Custo de aplicacao vinhaca (RS) 11.583.817,40  9.254.654,93  7.703.780,44  6.597.135,83 5.767.870,85
Consumo de vapor na safra (Kg) 313.002.358 258,751,793 221.4832.698 194,194,155  1732.288.213
Consumo de vapor kg/L etanol) 2,61 2,16 1,85 1,62 1,44
Custo vapor (RS) 2.880.400,31  2.253.616,98  1.863.012,91  1.594.682,62 1.398.197,92

Custo Total (RS)

\ 18.352.172,85 13.837.434,38 11.117.667,84
Vinhaca + vapor

9.298.463,06 7.995.333,75

Figura 2.3 — Aumento do teor alcodlico do vinho e beneficios em relagdo a vinhaca e
consumo de vapor (Fonte: FERMENTEC, 2017).

Elevar o teor alcoolico diminui o consumo de vapor na destilaria, que, em média, sdo
consumidos 2,61 kg vapor/L etanol para um teor alcodlico de 8% no vinho. Isso representa
um consumo de 241 mil toneladas de vapor por safra, para uma destilaria com capacidade de
produgdo para 500 n?® de etanol/dia (FERMENTEC, 2017).

Os gastos com insumos, como os antibioticos, também dimmnuem, pois, se houver
contaminagdo, a resisténcia da bactéria em uma concentragdo mais clevada de etanol sera
menor. Esse efeito sobre as bactérias pode ser explicado pelo efeito sinergistico entre o etanol
e o acido succiico produzidos pelas leveduras. Hé, também, economia de 4gua no tratamento
do fermento. Outro ponto positivo ¢ a diminuicdo do consumo de bagaco, dessa forma, havera
excedente que poderda ser vendido ou utilizado para cogeragdo de eletricidade. Outros
beneficios decorrentes da tecnologia VHG s@o: aumento do rendimento fermentativo; menor
quantidade de centrifugas utilizadas, devido ao menor volume de vinho processado para a
mesma produgdo, fazendo com que haja, também, economia de energia e ganhos de
produtividade, pois serd possivel produzir mais alcool por m?® de dormma (FERMENTEC,
2015).

2.2 FERMENTACAO ALCOOLICA
O processo fermentativo por leveduras, para obtencdo de etanol, ¢ conhecido e
amplamente utilizado. O etanol ¢ essencialmente produzido através dos processos de

fermentacdo alcodlica e destilacdo. A principal caracteristica que distingue o processo
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brasileiro de outros bioprocessos em todo o mundo ¢ a reciclagem de células da levedura
(WHEALS et al, 1999).

Fermentagdes industriais sdo realizadas com alta densidade de células, em grandes
fermentadores e em curtos periodos. Aproximadamente, 85% de todas as destilarias
brasileiras utilizam o processo de fermentacdo em batelada alimentada, enquanto os restantes
15% executam fermentacdes continuas (FINGUERUT, 2004; GODOY et al, 2008). Além
disso, caldo de cana, melago diluido com agua e uma mistura de caldo e melago sdo os
principais substratos para fermentacdo (FERMENTEC, 2018).

A fermentagdo ¢ realizada principalmente pela Saccharomyces cerevisiae, onde em
condicdes anaerobias os aclcares como a glicose e a frutose (que sdo oriundos do caldo de
cana-de-agicar ou proveniente da hidrolise da sacarose) sdo convertidos por processo
denominado glicolise. A principal via metabdlica envolvida na produgdo do etanol em
leveduras ¢ a via glicolitica na qual, para cada molécula de glicose metabolizada, duas
moléculas de piruvato sdo produzidas no citoplasma da célula e, em condigdes anaerdbias, o

piruvato ¢ ainda reduzido a etanol com a liberacdo de CO2 (BAl etal, 2008).

2.2.1 Microrganismos

Apesar de muitos microrganismos terem sido explorados para a producao de etanol, a
levedura S. cerevisiae ¢ o microrganismo mais amplamente utilizado em grande escala para
fermentacdo e produgcdo do etanol devido a sua capacidade de fermentar uma vasta gama de
acucares e desenvolver os mecanismos adequados para lidar com as condicdes de estresses
encontrados nos processos de VHG (BAI et al., 2008).

A introdugdo da técnica da cariotipagem das leveduras, a partir da década de 90, foi
um marco para a evolugdo da tecnologia da fermentacdo alcodlica. Esta técnica permitiu
identificar quais leveduras estavam no processo e ficou demonstrado que algumas linhagens
desaparecem dos fermentadores, enquanto outras leveduras dommam a fermentagdo.
Complementar a cariotipagem, o DNA mitocondrial foi outro avango importante para
descobrir a origem das leveduras, seus parentescos, e verificar as mudangas que elas sofrem
com o tempo (FERMENTEC, 2018).

O desenvolvimento de cepas de leveduras mais tolerantes a estresses relevantes para
fermentagdes VHG ird necessariamente melhorar o desempenho destes processos e contribuir
para o desenvolvimento da industria de etanol. Pereira et al. (2011), identificaram genes

necessarios para a resisténcia simultanea das leveduras a um alto nimero de estresses
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relacionados a fermentagdo. Os genes de leveduras descritos na andlise fenotipica em grande
escala como sendo necessarios para a maxima tolerancia ao etanol (TEIXEIRA et al., 2009) e
altas concentragdes de glicose (como os encontrados em meios de crescimento ndustrial)
(TEIXEIRA et al, 2010) foram comparados. Um conjunto de genes que confere resisténcia a
altas concentracdes de glicose, acido acético e etanol, estresses relevantes para fermentacdes
de VHG foram identificados. A andlise comparativa do desempenho fermentativo sob
condi¢des industrialmente relevantes, permitiu diminuir o numero de genes cuja expressao €
necessdria para o desempenho maximo de fermentagdes VHG, revelando candidatos
adequados para posterior engenharia genética, a fim de obter linhagens de leveduras
industriais mais robustas.

Cepas de levedura S. cerevisiae que sdo usadas na produgdo de etanol estdo

resumidas na Tabela 2.1, por diferentes substratos e em diferentes concentragoes.

Tabela 2.1 - Compara¢do na produgdo de etanol por diferentes cepas de Saccharomyces
cerevisiae em diferentes concentracdoes de substrato.

CEPA SUBSTRATO So(g/L) T (°0C) P (g/L) REFERENCIA
S. cerevisiae AT-3 Glicose 180 40 68,5 Tofighi et al. (2014)
S. cerevisiae SEMF1 Caldo de sorgo 185 33 86,2 Zhao et al. (2012)
sacarino
S. cerevisiae NRRL Y- Caldo de sorgo 200 30 70,6 Phutela e Kaur (2014)
2034 sacarino
S. cerevisiae KKU-VNS8 Caldo de sorgo 238 40 89,3 Techaparin et al. (2017)
sacarino
S. cerevisiae CCTCC Batata doce 240 30 128,5 Zhang et al. (2011)
M206111
S. cerevisiae Y-904 Sacarose 240 26 114,0 Cruz et al. (2018)
S. cerevisiae PE-2 Glicose 323 30 149,0 Gomes et al. (2012)
S. cerevisiae KL17 Galactose e 500 30 96,9 Kim et al. (2014)
glicose

Diferentes tipos de matérias-primas foram reportadas para a produgdo de etanol Kim
et al. (2014), relataram a maior concentragao de etanol de 96,9 g/L. com produtividade de 3,46
g/ L.h. A fermentagdo foi realizada pela estirpe de levedura do tipo selvagem S. cerevisiae
KL17 que ¢ capaz de utilizar simultancamente glucose e galactose. Isso mostra que as
leveduras do tipo selvagem tém alto potencial na fermentagdo de acUcares para etanol. Além
disso, Gomes et al. (2012) e Cruz et al. (2018) relataram que cepas do tipo comercial podem

ser mais eficientes para o processo industrial do que cepas laboratoriais.
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Saccharomyces cerevisiae ¢ uma levedura bastante utilizada para estudar os
mecanismos moleculares envolvidos na resposta ao estresse. Pesquisas em fisiologia de
levedura revelaram que muitas cepas de S. cerevisiae podem tolerar concentracdes de etanol
muito maiores do que se acreditava anteriormente, geralmente sem qualquer modificacao
genética ou condicionante (PEREIRA et al. 2011).

A utillizagdo de leveduras de caracteristica floculante poupa o investimento na
aquisicdo e manutencdo das centrifugas, bem como o consumo de energia para a operagao das
mesmas, sendo assim uma opera¢do no processo considerada ambientalmente correta. A
floculacdo ¢ uma propriedade importante das levedura, e ¢ normalmente definida como a
capacidade das células de se agregarem espontaneamente e formar flocos que sdo facilmente
sedimentados ao final da fermentacdo de forma eficaz, dispensando a utilizagdo de centrifugas
que sdo amplamente utilizadas na recuperagdo das células de levedura livres (BAI et al., 2008;
ANDRIETTA etal., 2008; MA e LIU, 2010; CHOI et al., 2010).

A floculacdao de leveduras apresenta outras vantagens, como a utilizagdo de reatores de
alta densidade celular, o que conduz a produtividade elevada e tempos mais curtos de
fermentagdo e também o uso de diferentes configuragdes de reatores (DOMINGUES, 2001;
SOARES, 2010). Leveduras floculantes tém sido tradicionalmente utilizadas pelas industrias
cervejeiras ¢ de vinho, sendo esse processo bem conhecido e desenvolvido. Porém a sua
aplicagdo em outras indlstrias biotecnologicas, como em processos de fermentagdo alcoodlica,

ainda necessita de novos avancos (TEIXEIRA et al, 1995, MA e LIU, 2010).

2.2.2 M atérias-primas

O custo do substrato na fermentagdo influéncia significativamente a econdmia da
producao de etanol. Na tecnologia de fermentacio VHG, além do menor investimento, custos
de operagdo e redugdo da demanda de energia, o uso de insumos econdmicos pode reduzir
ainda mais os custos e melhorar a economia da producdo de etanol. Uma ampla gama de
substratos, tanto de sacarina como de amido, tem sido utilizada para a produgdo de etanol
VHG. Do ponto de vista de fermentagdo, as matérias-primas podem ser agrupadas em
diretamente fermentesciveis, que ndo necessitam de conversdo prévia do carboidrato e as
mndiretamente fermentesciveis, que precisam sofrer conversao previa do carboidrato antes da
fermentagdo, de modo a torna-lo assimilavel pela levedura (MENEZES, 1980).

O aclcar ¢ a matéria-prima que possui o método de produgdo de etanol mais

simplificado, pois a fermentacdo ocorre de maneira direta, sem necessitar de outras etapas



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica 19

quimicas ou biologicas de preparo do substrato. J& o amido, pelo fato de ser um
polissacarideo, necessita de pré-tratamento, como cozimento e hidrolise enzimatica, a fim de
formar monossacarideos os quais serdo fermentados até a formagdo do etanol Por fim, o
material lignoceluldsico, assim como o amido, também ¢ um polissacarideo e necessita da
hidrolise enzimatica ou quimica para a formacdo de monossacarideos fermentaveis para a
produgdo de etanol (NIGAM e SINGH, 2011; BALAT e BALAT, 2009).

No Brasil, a principal fonte de matéria-prima empregada na produgdo de etanol ¢ a
cana de agucar. A cana se destaca como principal substrato utilizado na fermentagdo
alcoodlica, devido a sua disponibilidade e custo, bem como por ser uma fonte rica de carbono
com elevada concentragdo de acgucares. Além disso, estudos comprovam que a cana possui
maior produtividade anual em etanol por area colhida, se comparada a outras fontes de
agucares (ATALA, 2004).

A cana-de-agucar como matéria-prima para a producdo de etanol no Brasil, ndo se
restringe somente ao caldo da cana de acucar. O mel final, ou melago, ¢ um subproduto da
producdo do aglcar e também ¢ utilizado associado ao caldo da cana-de-agucar ou
simplesmente diluido como substrato do processo fermentativo (SCHMIDELL, 2005).

A cana-de-agucar ¢ considerada uma das grandes alternativas para o setor de
biocombustiveis devido ao grande potencial na producdo de etanol e aos respectivos
subprodutos. Além da producdo de etanol e acucar, as unidades de produgdo t€ém buscado
operar com maior eficiéncia, inclusive com geracdo de energia elétrica, auxiiando na reducao
dos custos e contribuindo para a sustentabilidade da atividade. Nesse contexto, a agroindustria
sucroenergética mostra-se muito favoravel devido ao esgotamento das jazidas petroliferas e ao
elevado preco da extracdo do petroleo. Ademais, de modo geral, hid conscientizagdo das
pessoas em relacdo ao meio ambiente, sobre os efeitos mndesejaveis da utilizagdo de
combustiveis fosseis no balango de carbono na atmosfera e aos efeitos desastrosos do
aquecimento da superficie terrestre. O Brasil ¢ o maior produtor mundial de cana-de-agucar,
tendo grande importancia para o agronegocio brasileiro. O aumento da demanda mundial por
etanol orundo de fontes renovaveis, aliado as grandes areas cultivaveis e condicdes
edafoclimaticas favoraveis a cana-de-agucar, tornam o Brasil um pais promissor para a
exportacao dessa commodity (CONAB, 2017).

Quando se considera o substrato formado de sacarose, juntamente com pequenas
porcentagens de glicose e frutose, como na indUstria brasileira de etanol, em que se utiliza

caldo da cana-de-agucar, melaco ou a associacdo dos dois, o agucar ¢ definido como agucar
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redutor total (ART) e o rendimento estequiométrico da fermentagdo ¢ 0,511 g de etanol por
grama de ART. Quando o rendimento estequiométrico ¢ calculado com base na sacarose o
valor do mesmo ¢ 0,538 g de etanol por grama de sacarose (BAEYENS et al, 2015). Na
pratica industrial o rendimento da fermentacdo alcoolica bem conduzida atinge de 90 a 92%
do rendimento estequiométrico, havendo um consumo de agucar para formagdo de biomassa
celular e subprodutos (LIMA et al., 2001).

A Figura 2.4 ilustra um esquema simplificado da via metabolica da fermentacao
alcodlica. Primeiro, a sacarose ¢ convertida em glicose e frutose na reagdo de hidrolise
catalisada pela enzima ivertase intra e extracelularmente (BAEYENS et al, 2015).
Posteriormente, glicose e frutose sdo convertidos em piruvato durante a glicolise, e o piruvato
¢ convertido em etanol e CO2 em um processo de duas etapas. Na primeira etapa, o piruvato €
descarboxilado e o acetaldeido ¢ formado. Na segunda etapa, o acetaldeido ¢ reduzido a
etanol (NELSON e COX, 2008). A fermentacdo também produz biomassa celular e outros
produtos como glicerol (KUTYNA et al, 2012) e acidos organicos (RAMON-PORTUGAL et
al., 1999).
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Figura 2.4 — Via metabolica da fermentacdo alcodlica em levedura Saccharomyces cerevisiae
(Fonte: RODRIGUES et al., 2018 — Adaptado).

O Brasil e EUA sdo os maiores produtores de etanol do mundo, produzindo cerca de

94 bilhoes de litros de etanol por ano, o que representa cerca de 85% da producdo mundial
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(BERTRAND et al, 2016). No entanto, existem grandes diferengas nos processos de
fermentagdo (Tabela 2.2). Além da matéria-prima, a principal diferenca ¢ a reciclagem das

células de levedura.

Tabela 2.2 — Caracteristicas principais da produgdo de etanol no Brasil e EUA (Fonte:
LOPES et al, 2016).

CARACTERISTICAS EUA BRASIL
Matéria-prima principal Milho Cana-de-agucar
Processo de fermentagio Sem reciclo de levedura Com reciclo de levedura
Sélidos em suspensao > 30% <1%
Rendimento da fermentacao 85— 90% 90 — 92%
Tempo de fermentacao 54 — 72 horas 6 — 12 horas
Concentragio de levedura 3-4% 8—12%
Concentracio de etanol 12 — 18% (v/v) 7 — 12% (v/v)
Operacgao da usina 345 dias 200 — 240 dias
Principal sub-produto DDGS para alirlnenta(;ﬁo Vinhaga para fertirrigacao
anima

O processo de etanol a partr do milho se diferencia do de cana-de-aglcar pelas
etapas de gelatinizacdo e hidrolise do amido. A etapa de fermentagdo ocorre juntamente com a
quebra do amido, dificultando o reciclo de leveduras. Por esse motivo sio usados baixa
concentragdo de nodculo micial (3 — 4%) , pois € necessario o preparo de um novo indculo a
cada ciclo. A inconveniéncia desse procedimento ¢ o tempo prolongado das fermentacdes (54
— 72 horas) quando comparados aos tempos de fermentagdes das destilarias brasileiras (6 — 12
horas) que comecam com concentragdes celulares mais altas (8 — 12%, v/v). No entanto, as
fermentacdes de miho atingem maiores concentracdes de etanol (12 — 18%, v/v) em
comparacao aos processos brasileiros (7 — 12%, v/v) (LIMA et al, 2001).

O etanol de miho pode ser produzido em usinas que utilizam apenas essa matéria-
prima, ¢ também pode ser feita de forma integrada com a cana-de-aglcar, em usinas
chamadas “flex”. Essa ultima op¢do tem a vantagem de aproveitar o periodo de ociosidade da
produgdo de cana, ao final da safia (UNICA, 2018).

A produgdo de etanol a partr do miho oferece vantagens na facilidade de

armazenamento, uma vez que os graos de milho podem ser armazenados por varias semanas,
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as fermentacdes podem ser realizadas durante 345 dias por ano, enquanto as destilarias
brasileiras executam seus processos por 200 a 240 dias. Diferentemente dos graos de miho, a
cana-de-aglcar precisa ser esmagada logo apos a colheita, para evitar perdas causadas por
contaminagdo microbiana (WHEALS et al., 1999).

O principal co-produto das fermentacdes do milho ¢ o DDGS (graos de destilaria
secos com soluveis), apesar de ser chamada de co-produto, o DDGS possui alto valor
agregado. Rico em proteinas, ¢ amplamente utiizado em racdo animal para bovinos, suinos,
aves e peixes e pode substituir 100% do farelo de soja e 50% do farelo de milho na fabricagdo
da ragdo (FERMENTEC, 2017).

Por outro lado, as destilarias brasileiras geram enormes volumes de vinhaga, rica em
potdssio, utilizada na fertirrigagdo da cana-de-agucar, reduzindo os custos com fertilizantes

(PRADO etal., 2013).

2.3 FERMENTACAO ALCOOLICA VHG

A aplicacdo de estratégias de engenharia de processo para o desenvolvimento de
sistemas de fermentacdo de alta produtividade é agora considerada uma questdo-chave na
industria de etanol. Uma estratégia para elevar o potencial de producdo de etanol e minimizar
os problemas gerados ¢ a fermentagdo com teor alcodlico elevado, que pode ser realizada
através da utilizacdo de mostos mais concentrados em agucares totais. Este processo ¢
conhecido como tecnologia de fermentacdo de mosto com alto teor de agulcares
fermentesciveis, da traducdo do inglés Very High Gravity (VHG). Na fermentacdo de etanol,
1 mol de glicose ¢ convertido em 2 mol de etanol e 2 mol de didéxido de carbono. Portanto, um
meio contendo uma maior concentracdo de agucar obtera uma maior concentragdo de etanol
Geralmente, as concentragdes de actcar para a fermentacdo do etanol podem ser divididas em
gravidade normal (NG) (<180 g/L de agulcar total), alta gravidade (HG) (180 — 250 g/L. de
acuUcar total) e gravidade muito alta (VHG ) condi¢des (> 250 g/L de agucar total) (BAI et al,
2008; DEESUTH et al.,, 2015).

A fermentacdo HG foi proposta na década de 1980 e comercializada com sucesso a
partir de entdo, fazendo com que a concentragdo final de etanol aumentasse drasticamente do
nivel anterior de 7 — 8% (v/v) para o valor atual de 10 — 12% (v/v) (ARSHAD et al,, 2017).
Assim, a fermentacdo VHG usando o meio contendo agucar acima de 250 g/L. para alcangar
mais de 15% (v) de etanol foi proposta na década de 1990. Thomas et al. (1993) definiram a

tecnologia de fermentacdo de VHG como fermentagdo de meios contendo 27 gramas ou mais
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de solidos dissolvidos por 100 mililitros da mistura. No entanto, estas fermentagcdes raramente
sdo concluidas devido a alteragdes fisiologicas nas células microbianas (WANG et al, 1999;
BAI et al, 2004a, b).

A aplicacdo da tecnologia de fermentacdo de alta concentragdo de agucares (VHG) ¢
uma técnica que traz uma sériec de beneficios potenciais sobre as abordagens convencionais,
incliindo; consideravel economia de 4gua, maior produtividade de etanol, reducdo de custos
associados com o tratamento do efluente (vinhaga), bem como uma consideravel economia de
energia na etapa de destilacdo, menor custo de capital e também minimizagio na
contaminagdo bacteriana. Esta tecnologia proporciona um aumento da producdo sem grandes
investimentos e alteracdes nas instalagdes existentes e tém sido amplamente adotada para a
producao de etanol (WANG et al., 2007).

No entanto, o uso da tecnologia. VHG impde condigdes estressantes as células de
levedura, que tém sido associadas com a perda de viabilidade durante a fermentacdo VHG,
taxas de fermentagdo reduzidas e fermentagdes mcompletas. Assim, a implementacdo bem
sucedida da tecnologia. VHG na producdo de etanol requer o desenvolvimento de cepas de
levedura que fermentem eficientemente altas concentracdes de agucar (> 250 g/L). Essas
cepas devem ser resistentes as multiplas tensdes encontradas no processo, incluindo o estresse
osmoético que resulta das altas concentragdes de aglcar, o estresse de etanol no final da
fermentagcdo, as condicdes anaerdbicas estabelecidas nos reatores de larga escala e os
procedimentos de reciclagem celular para utilizagdo da biomassa de levedura durante varios
ciclos consecutivos de fermentacdo. Entretanto, a fermentagdo em VHG tem um grande
potencial para a producdo de etanol, aumentando tanto a taxa de fermentacdo quanto a
concentracdo final de etanol e reduzindo os custos do processo, desde que as consequéncias
negativas relacionadas as diferentes situagdes de estresse geradas durante o processo
fermentativo sejam eliminadas, a fermentacdo em VHG se torna possivel (BAI et al, 2008;
PIDDOCKE et al., 2009; MUSSATTO et al., 2010).

A maior limitagdo da aplicagdo imediata da tecnologia VHG s3o as leveduras
industriais  disponiveis, que perdem a capacidade fermentativa e viabilidade em altas
concentracdes de agucar. Atualmente, as fermentagdes ocorrem com mostos contendo de 18 a
25% de agtcar e o etanol produzido acumula em média de 11 a 12% (DIAS et al, 2015).

Outra variavel relevante no processo produtivo brasileiro sdo os reciclos, isto ¢é, a
utiizacdo em cada ciclo fermentativo sequencial da biomassa do ciclo anterior como ndculo.

Este processo repete-se por muitas vezes, portanto, as leveduras sdo utilizadas durante
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diversos ciclos fermentativos mtercalados por lavagem &cida (pH 2) para desinfeccao
bacteriana. Todos estes fatores provocam redugdo de viabilidade celular e da taxa de
propagacao e, por consequéncia, reducdo do rendimento fermentativo (BASSO e PAULILLO,
2003).

2.4 FATORES QUE AFETAM A FERMENTACAO

Existem muitos fatores que mfluenciam o desempenho do processo de fermentagao
alcodlica, tais como: temperatura, aeragdo, pH, aditivos quimicos, tais como &cidos, biocidas,
antibioticos, sais e nutrientes; contaminacdo microbiana, mibicdo por alguns componentes,
agindo de forma direta, ou indiretamente sobre as propriedades da levedura. Alguns desses
fatores que nfluenciam a eficiéncia da producdo de etanol serdo discutidos a seguir.

A producdo de etanol usando a tecnologia. VHG pode ser melhorada, aumentando
assim o rendimento percentual de etanol, com a aplicagdo de estratégias, tais como:
alimentacdo com vitamnas, alimentacdo de nutrientes, suplementacdo do meio de cultura,

otimizagao da temperatura e taxa de aeragao.

2.4.1 Meio de cultura

As leveduras sdo compostas principalmente de C, H, O, N, S e P presentes em
macromoléculas (proteinas, polissacarideos, acidos nucléicos e lipidios) juntos com ions
inorganicos (K*, Mg?*, entre outros) e elementos traco, necessarios em pequenas quantidades,
e que desempenham papel estrutural e funcional no metabolismo celular. Esses
microrganismos também necessitam de fatores de crescimento como vitaminas, purinas €
pirimidinas, nucleosideos e nucleotideos, aminoacidos, acidos graxos e esterdis. Quando uma
espécie de levedura necessita de um fator de crescimento e nao ocorre a adicdo deste fator ao
meio de cultura, ocorre um crescimento pobre e diminuicdo da velocidade dos processos
metabolicos (SILVA, 2010).

Em todos os processos industriais em que se utiliza a levedura S. cerevisiae os meios
de cultivo devem conter necessariamente uma fonte de nitrogénio, uma fonte de carbono,
além de sais e vitaminas. Por esse motivo, os principais nutrientes utilizados pelas leveduras,
quanto a quantidade, sdo o carbono e nitrogénio. Isso implica que os fluxos de carbono e
nitrogénio tanto quanto suas interagdes constittem pardmetros importantes na regulacdo do
crescimento celular (HORAK, 1997). As coordenacdes dos fluxos de carbono e nitrogénio

podem ser reguladas na assimilagdo ou no metabolismo, dependendo das condigdes de
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crescimento ¢ da natureza da fonte de carbono e nitrogénio (TER SCHURE et al, 1995;
SHINEPER et al., 2004).

A composicdo do meio de cultura constitui um dos varios fatores que se torna
necessario controlar quando se trabalha com S. cerevisiae, uma vez que a fonte de carbono
disponivel podera induzir alteracdes morfoldgicas, bioquimicas e fisiologicas relevantes para
a sua sobrevivéncia. Quando imoculada em meio de cultura que contenha uma fonte de
carbono fermentdvel, como a glicose, a S. cerevisiae apresenta quatro fases distintas de

crescimento (Figura 2.5).
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Figura 2.5 — Curva de crecimento celular para Saccharomyces cerevisiae (Fonte: PIRES,
2017 - Adaptado).

A fase lag (1) ¢ o periodo de adaptacdo da levedura ao novo meio, em que ocorre
pouca ou auséncia de divisdo celular, estado de laténcia, com taxa respiratoria lenta que
termma quando as células miciam a fase seguinte. A fase log ou exponencial (2) ¢ o momento
em que as células iniciam seu processo de divisdo entrando no periodo de crescimento ou
aumento logaritmico, as células crescem rapidamente e a sua massa aumenta
exponencialmente. Nesta fase, onde a taxa de morte pode ser considerada vestigial
relativamente a4 sobrevivéncia celular, as necessidades energéticas das células sdo
majoritariamente supridas via metabolismo fermentativo, ocorrendo a acumulacdo de etanol
(BRAUER et al, 2005).

O conteudo celular da trealose aumenta durante o crescimento exponencial em

resposta a mudangas de temperatura atingindo um valor maximo na fase estacionaria, o qual
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leva a aquisicdo da tolerdncia ou resisténcia ao calor, ao estresse osmoético e etandlico
(ELEUTHERIO etal., 1995).

A terceira fase do crescimento, pds-diduxica (3), tem o seu micio quando as células
esgotam a maior parte da fonte de carbono fermentdvel, observando-se entdo grandes
alteragdes fisiologicas e morfologicas. Nesta fase, a expressao das enzimas fermentativas
encontra-se bloqueada e as células passam a utilizar a respiragdo como principal via de sintese
de ATP, utilizando os produtos da fermentagdo, majoritariamente etanol e glicerol, como
fontes de carbono. A ultima fase ¢ a estaciondria (4) quando os nutrientes se esgotam,
cessando a divisdo celular e ocorrendo um abrandamento do metabolismo. A respiragdo torna-
se entdo vital para a sua sobrevivéncia (PIRES, 2017).

A capacidade das cepas de levedura em atingir um alto nivel de etanol depende
fortemente das condigdes nutricionais e das fungdes de protecdo que alguns nutrientes podem
proporcionar. O nitrogénio assimildvel é o componente mais importante no meio de
fermentacdo e foi relatado como sendo um nutriente Limitante na fermentagdo de etanol VHG
(BAI etal.,, 2008).

Alkm das fontes de carbono e nitrogénio, foram relatados elementos-trago como

zinco (Zn), magnésio (Mg) e manganés (Mn) para promover a taxa de conversdo de acucar e
sd0 necessarios para varias vias metabdlicas como co-fatores, resultando em maior tolerancia
ao etanol particularmente, sob fermentagdo VHG (WANG et al, 2007; PALUKURTY et al,
2008; XUE et al., 2008; PEREIRA et al.,, 2010).

O zinco ¢ um elemento essencial para o crescimento normal, metabolismo e
fisiologia da célula de levedura, além de atuar como um co-fator para muitas proteinas,
principalmente do grupo “zinc-finger” (ZHAO e BAIL, 2012). Zhao e Bai (2009) utilizou a
suplementagdo do meio com diferentes concentracdes de zinco para estudar seu efeito na
tolerancia celular ao etanol e na producdo de autofloculacdo por células de S. cerevisiae. Em
todas estas dosagens houve incremento da resisténcia a alta temperatura e a alta concentragdo
de etanol, com aumento do conteudo de ergosterol na membrana celular e de trealose no
mterior das células. A adi¢ao de sulfato de zinco de 50 ppm, elevou a producao de etanol em
9,6% em relacdo ao meio controle, sem zinco. A producdo de glicerol foi reduzida com a
suplementagdo de sulfato de znco, com o menor nivel em 3,21 g/L. Em todos os ensaios o
autor observou estreita relagdo entre a viabilidade celular e o zinco suplementado, resultando

em maior producdo e tolerancia a etanol.
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O ferro e o cobre sdo particularmente importantes, pois participam das reagdes que
necessitam a transferéncia de elétrons, havendo profundo efeito do crescimento e
metabolismo celular, todavia sua concentragdo pode ser letal a célula, quando estes dois
elementos deixam de ser essenciais para toxicos, em concentracdes excessivas (FREITAS et
al., 2003).

O cadmio em concentracoes entre 0,05 e 0,5mM ¢ toxico as células de
Saccharomyces, como a linhagem industrial PE-2 (SILVA e BASSO, 2004). Todavia esta
toxicidade depende das caracteristicas quimicas do meio, pH e concentracdo da fonte de
carbono (SILVA et al., 2009).

O célcio e o magnésio presente no caldo estdo relacionados com a capacidade de
tolerancia ao estresse causado pela desidratacdo e hidratagdo (TROFIMOVA et al, 2010),
sendo importante para a estabilizagdo das membranas das células de leveduras além de serem
ions protetores em altas concentracdes de etanol, principalmente quando submetidas a grandes
variacoes do meio, como a pressao osmética (COURCHESNE et al., 2011).

Estes nutrientes sdao de fundamental importincia em processos industriais que
centrifigam a biomassa celular, havendo assim a perda de umidade. Os ions de fosforo e
magnésio acumulados nas células de leveduras sdo importantes para a fermentagdo alcodlica
(VILLEN et al., 2009).

Para obter alta eficiéncia de producdo de etanol por levedura, muitos fatores, como
nitrogénio, oligoelementos, vitaminas e aeragdo foram mvestigados. O nitrogénio ¢ um dos
nutrientes essenciais para a fermentacdo do etanol, especialmente sob condicdes de VHG (BAI
et al., 2008). Promove o crescimento das leveduras, o aumento da taxa de produgdo de etanol e
a tolerdncia ao etanol (BAFRNCOVA et al, 1999). O extrato de levedura ¢ amplamente
utiizado em estudos em escala laboratorial como fonte de nitrogénio para o crescimento de
leveduras e suplemento nutricional em fermentacdo alcoodlica (LAOPAIBOON et al, 2009;
KHONGSAY et al, 2012). No entanto, o extrato de levedura ndo ¢ apropriado para a produgao
industrial de etanol devido ao seu alto custo. Assim, ¢ importante explorar fontes de nitrogénio
de baixo custo para fornecer requisitos nutricionais para a fermentagdo e crescimento das
leveduras. Vérios autores investigaram continuamente fontes de nitrogénio de baixo custo para
a melhoria do crescimento de leveduras, taxa de consumo de aglcares e produgdo de etanol sob
fermentagdo VHG, tais como farinha de miheto (REDEY e REDDY, 2005, 2006), agua de
maceragao de miho (PEREIRA et al, 2010), levedura fresca (JONES e INGLEDEW, 1994) e
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subproduto da cervejaria e muitos oligoelementos essenciais (SRIDEE et al, 2011; DEESUTH
et al., 2015).

2.4.2 Temperatura

A temperatura ¢ um parametro operacional crucial devido a sua influéncia na
conversdo de acucares em etanol A producdo industrial de etanol depende da atividade
microbiana, particularmente da levedura. Neste processo, as vantagens em alta temperatura
incliem a economia de energia obtida através da reducdo nos custos de resfriamento ou
evitando a interrupcdo frequente da producao devido a problemas de superaquecimento,
normalmente encontrados em dreas/estacdes de altas temperaturas ambientes onde o
resfriamento ndo estd disponivel Outra vantagem da utilizacdo de temperaturas mais altas
inchii risco reduzido da possibilidade de contaminagdo (SREE et al., 2000).

Embora a alta temperatura seja desejavel na indlstria de fermentacdo alcodlica
devido ao potencial de economia nos custos de resfriamento, o impacto negativo da alta
temperatura, que acarreta no término prematuro ¢ no desempenho da fermentacdo alcoolica, €
muito pior sob as condicdes VHG do que a fermentagdo regular. Jones e Ingledew (1994)
mvestigaram o impacto da temperatura na fermentacio VHG e descobriram que o tempo de
fermentacdo foi drasticamente estendido, passando de 80 para 260 horas quando a
temperatura passou de 33 para 17 °C.

As temperaturas 6timas de crescimento de S. cerevisiae variam de 25 a 35 °C. No
entanto, o estresse térmico, bem como outros estresses, como exposicdo a alta concentragdo
de etanol e pressao osmoética, gerados durante o processo de fermentacdo, afetam
significativamente a produ¢do de etanol, dimmuem a taxa especifica de crescimento das
leveduras e eficiéncia do processo rapidamente, devido ao aumento de morte celular
(PATRASCU et al,, 2009).

Para a fermentagdo VHG, uma andlise quantitativa do efeito da temperatura no
consumo de substrato e nas taxas de producdo de etanol deve ser investigada para definir as
condi¢des de operagao mais adequadas usando a definicdo de perfis 6timos de temperatura. O
efeito da temperatura na producdo de etanol a partir de caldo de cana-de-agucar por S.
cerevisiae, evidencia que a taxa de crescimento especifica maxima aumenta a medida que a
temperatura aumenta. Apo6s aproximadamente 37 °C, a taxa de crescimento especifico
maxima comeca a diminuir. As concentragdes maximas de ectanol e células, isto ¢, as

concentragdes nas quais o crescimento celular cessa, estdo inversamente relacionadas com a
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temperatura de fermentacdo. Este modelo foi validado durante a fermentagdo descontinua sob
condicdes de fermentacdo convencionais (RIVERA et al., 2006).

Segundo Laluce et al. (2009), quando aumenta-se a concentracdo de agucar, deve-se
diminuir a temperatura, a fim de evitar quedas na viabilidade devido ao aumento da
quantidade de etanol produzido pelas células de levedura. Assim, ¢ recomendado diminuir a
temperatura para minimizar a mortalidade celular ¢ manter niveis elevados da produgdo de
etanol, quando a temperatura esta aumentando no reator industrial.

Os resultados dos perfis fermentativos em mosto a base de caldo de cana-de-agtcar
ajustado para a concentracdo de 30% de sacarose (m/v) a 30°C obtidos por Barbosa (2013),
mostrou ser menos agressivo do que os perfis fermentativos a 37°C, indicando que a
temperatura exerce efeito no processo fermentativo, induzindo a perda da wviabilidade celular,
com efeito sobre vitalidade fermentativa, e na redugdo da producdo de etanol.

Cruz et al (2018), avalando a influéncia conjunta das varidveis temperatura,
concentracdes celular e de sacarose miciais na fermentacdo, obtiveram melhores resultados
com rendimento de 93% e teor final de etanol de 14,4°GL a 26 °C, utilizando concentracao
celular de 35 g/LL e sacarose inicial de 240 g/L.

2.4.3 pH e aeracao

A permeabilidade de alguns nutrientes essenciais nas células ¢ influenciada pela
concentragdo de H" no caldo de fermentacdo (ZABED et al, 2014). Mudangas no pH
operacional no processo de producdo de etanol VHG podem induzir uma mudanga na
principal via de fermentacao, além do pH do caldo influenciar na contaminacao bacteriana, no
crescimento das leveduras, na taxa de fermentacdo e na formacgdo de subprodutos. Assim, ¢
mmportante controlar o valor do pH na faixa de 4,0 e 5,0. Além dessa faixa, pode ocorrer
desvio de parte do substrato para a formacdo de subprodutos, como &cido acético e acido
butirico, reduzindo a eficiéncia da fermentagdo alcoolica (LIMA et al., 2001).

Os valores de pH dos mostos industriais, geralmente, encontram-se na faixa de 4,5 a
5,5 mas, as leveduras mantém uma homeostase de forma quase independente dos valores de
pH do meio, por isso toleram o tratamento acido. O tratamento 4acido também provoca
lixiviagdo de nutrientes tais como, N, P e K da levedura que acaba por elevar o pH. Embora o
tratamento acido se mostre estressante a levedura, ainda apresenta efeito benéfico de controlar

a contaminacdo bacteriana, pois ocorre a redugdo significativa no nimero de bactérias (LIMA
et al, 2001).
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O é4cido sulftirico ¢ um acido mineral forte utilizado para o controle de pH nas cubas,
além de ser um bactericida. Um pH baixo (4cido) restrige o crescimento da levedura e
mantém sua viabilidade em torno de 90%, além de restringir a proliferacdo de bactérias. Um
pH alto (alcalino) acelera o brotamento da levedura e proliferacdo de bactérias. O valor de pH
utiizado industrialmente no moculo da fermentacdo alcoolica utilizando caldo-de-cana ¢ de
2,5 (CANDIDO, 2012).

Foi relatado que a levedura S. cerevisiae pode produzir etanol a partir de caldos,
mesmo em pH 3,8 (LOUHICHI et al, 2013), embora o pH critico para este organismo seja
2,3 (KASEMETS et al., 2007). Por outro lado, a maior producdo tedrica de etanol (92,75%)
foi obtida usando Z. mobilis ajustando a faixa de pH do caldo entre 5,0 ¢ 6,0 (ONSOY et al,
2007). Uma varia¢do ideal de pH também foi relatada para varias matérias-primas, como 2,8 a
3,4 (FUKUSHIMA ¢ YAMADE, 1988) para o caldo-de-cana ¢ 4,0 a 4,5 para a sacarose
(ISONO e HOSHINO, 2000).

Cruz et al (2018), compararam o efeito do pH do moculo no desempenho da
fermentacao, utilizando caldo-de-cana e pH de 2,5 e 4,5. Os resultados obtidos com o pH 4,5
foram inferiores a aqueles obtidos na fermentagdo realizada ajustando-se o pH do indculo para
2,5. Este fato provavelmente justifica-se devido o baixo pH do odculo contribuir para a
mversdo da sacarose, disponibilizando os agucares na forma de hexoses, glicose e frutose,
prontamente assimilaveis pela levedura.

Comumente, o etanol ¢ produzido através da via da glicolise sob condigoes
anaerobicas. No entanto, verificou-se que a aeragdo apropriada associada a agitagdo,
especialmente no micio do crescimento da levedura, pode melhorar significativamente o
consumo de agucar e producdo de etanol, principalmente sob condicdes VHG (ALFENORE et
al, 2004; PATRASCU et al., 2009; KHONGSAY et al.,, 2012).

O efeito de Crabtree descreve o fendmeno pelo qual o crescimento respiratorio de
alguns tipos de leveduras, como a S. cerevisiae, ¢ mibido ou reprimido pela presenca de
hexoses, em particular a glicose. O efeito de Crabtree manifesta-se sempre que S. cerevisiae
se encontra em condicdes totalmente aerdbias e utiliza glicose como fonte de carbono. Este
fenémeno, que depende da concentracdo de glicose no meio de cultura, determina o tipo de
vias metabolicas que a célula adota para obter o ATP que sustenta o seu crescimento e
sobrevivéncia. Em geral ocorre uma predominancia da via fermentativa que inchi a glicdlise

e a fermentagdo alcodlica/latica sobre a via respiratoria (PIRES, 2017).
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A quantidade de aeracdo necessaria ¢ dependente de varios fatores, como por
exemplo o tipo de levedura utilizada, disponibilidade de nutrientes e processos de
fermentacao (PIRES, 2017). Verificou-se que S. cerevisiae exigia um certo suprimento de
oxigénio elementar para sintetizar ergosterol e os d4cidos graxos insaturados, que sdo
essenciais para a integridade da membrana plasmatica (YOU et al., 2003).

Lin et al. (2011) relataram que uma pequena quantidade de aeracdo durante o estagio
micial de crescimento das leveduras resultou no aumento da eficiéncia da produgdo de etanol.

Deesuth et al. (2015), estudaram o efeito combinado da suplementacdo de nutrientes
e aeragdo na fermentacdo VHG sob diferentes taxas de aeracdo e conclufram que a produgao
de etanol sob condigdes VHG na menor taxa de aeragdo estudada (0,05 vvm), levou a um
aumento no valor final de etanol (131,6 g/l) com 72 horas de fermentacdo. Estes resultados
indicaram que a aeragdo em niveis apropriados poderia melhorar a eficiéncia da producao de
etanol em condigdes VHG, além disso, a formacdo de subprodutos foi reduzida em 25%.

Arshad et al. (2017), estudaram a tecnologia de fermentacio VHG em experimentos
em batelada alimentada, realizados em fermentadores a uma temperatura de 32°C com a
lnhagem mutante de S. cerevisiae UAF-1 e o pH foi ajustado para 4,0-4,5. O efeito de
diferentes °Brix (32, 36 e 40) e vazoes de ar (0,00, 0,20, 0,40 e 0,60 vvm) foram estudados na
producdo de etanol. A 32 °Brix, a produgdo de etanol foi de 8,9% (v/v), com concentragdo de
acucar residual de 35,41 g/L, sem aeragdo. A producdo de etanol foi registrada em 9,3% (v/v)
a 36 °Brix sem aeragdo e alcangou 11,3% (v/v) com aera¢do. As taxas de aeracao de 0,20,
0,40 e 0,60 vwm aumentaram a producdo de etanol em 20%, 16% e 14% em relagdo a
fermentacdo ndo aerada, respectivamente. A producdo maxima de etanol de 12,2% (v/v) foi
registrada em 40° Brix com taxa de aeracdo de 0,2vvm. Os niveis de agtcares residuais foram
18,7, 24,8 ¢ 21,2 g/l a 0,2, 0,4 ¢ 0,6 vvm, respectivamente, enquanto que na fermentacao nao
aerada, o agucar residual foi registrado em 60,4 g/L, indicando que a aera¢do juntamente com
o nivel de °Brix também ¢ um fator importante na produgdo de etanol. O consumo de dgua e
vapor reduziu significativamente sob condigdes Otimas de °Brix e taxa de aeragdo. Os
resultados revelaram que a fermentagdo VHG com fluxo continuo de ar ¢ uma técnica viavel

para reduzir o custo de producdo de etanol a partir do melaco em escala industrial.

2.4.4 Concentracao de inibidores e estresses
As leveduras, durante a fermentacdo alcodlica, podem estar submetidas a uma

variedade de parametros fisicos, quimicos ou biologicos que sdo referidos como 'estresse’
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(Figura 2.6). No entanto, as células de levedura t€ém mecanismos de resposta ao estresse para

as condicdes industriais de fermentacdo e tratamento com acido (REIS et al., 2013).

Trealose
Glicogénio

Falta de
nulrientes

Altas concentracoes
de substrato

Altas
temperaturas

Pressao
asmotica

Alta concenlraciao

Contaminacao
de etanol

Glicerol

Figura 2.6 — Fatores estressantes que afetam as células de levedura na produgado de etanol e
mecanismos comuns de defesa celular (Fonte: LOPES et al, 2016 - Adaptado).

O etanol ¢ um dos principais fatores de estresse que atuam sobre a levedura. O
acimulo de etanol no meio de fermentagdo, em ultima andlise, inibe o crescimento ¢ a
viabilidade dos microrganismos produtores de etanol, causando um efeito toxico na levedura
(STANLEY et al, 2010). Segundo Alves (1996), o etanol foi o primeiro fator a ser
reconhecido como um iibidor da fermentagdo alcodlica. Os fatores que mais influenciam na
sensibilidade do microrganismo ao etanol sdo: a temperatura, a aeracdo ¢ a composicdo do
meio, agindo direta ou indiretamente sobre as propriedades da membrana plasmatica,
provocando modificagdes na membrana lipidica e nos sistemas de transporte de soluto e agdo
de algumas enzimas (ATALA, 2004).

Quando o estresse térmico ocorre, a sensibilidade de S. cerevisiae ao etanol aumenta,
levando ao término prematuro da fermentagdo (VAN UDEN, 1989). A elevagdo dos niveis de
etanol durante a fermentagdo de substratos ricos em agUcar por S. cerevisiae em batelada
alimentada causa reducdo na taxa especifica de crescimento, na taxa de fermentacdo e na
viabilidade celular da levedura (CASEY e INGLEDEW, 1986). No caso de cepas industriais

de S. cerevisiae o mais importante estresse quimico ¢ a toxicidade do etanol, sendo assim, de
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grande significado comercial a habilidade ou mabilidade das leveduras em tolerar os efeitos
toxicos do etanol (BIRCH et al., 2003).

Os efeitos toxicos do etanol podem ser verificados na iibicdo das enzimas
glicoliticas e em numerosos processos biologicos, muitos dos quais estdo associados com os
lipidios da membrana celular (PETROV e OKOROKOV, 1990). Muitas das mudangas
induzidas em leveduras pela exposicdo a niveis estressantes de etanol sdo idénticas aquelas
causadas pelo estresse térmico (PIPER et al., 1994).

A concentragdo inicial de substrato também exerce forte mnfluéncia sobre a taxa
especifica de crescimento microbiano. A concentragdo inicial de agucar para as destilarias esta
em uma faixa de 15 a 22 % (m/m) de agucares. Elevadas concentracdes de substrato resultam
em maior pressdo osmotica dentro da célula e, por conseguinte, resultando no aumento de
morte celular, limitando o crescimento microbiano (PATERNINA, 2011).

Altas concentracoes de agucar no inicio, e altos niveis de ectanol no final da
fermentacdo, expdoem as leveduras a estresses fisiologicos, e para isso ¢ necessario a utilizacao
de linhagens robustas, que mantenham a viabilidade celular e vitalidade fermentativa durante
os ciclos fermentativos. Além do estresse osmotico e etandlico, as leveduras sdo submetidas a
outros tipos de estresses, incluindo lavagens com 4cido, contaminacdo com outros
microrganismos, auséncia de nutrientes no meio e elevada temperatura. Consequentemente o
estado fisiologico e a performance fermentativa das leveduras podem se alterar e ndo
permanecer constantes durante os varios ciclos de fermentacao (GIBSON et al., 2007; WANG
et al., 2007; MIRA et al. 2010; TEIXEIRA etal. 2011).

Variados efeitos estressantes afetam negativamente as leveduras, sendo os mais
visiveis a reducdo da viabilidade, o aumento da quantidade intracelular de glicerol, e a
diminuicdo da quantidade intracelular do glicogénio e da trealose. Juntamente com a reducgdo
da viabilidade ocorre uma redugcdo na producdo de biomassa. O glicogénio e a trealose sdo
carboidratos de reserva e estdo envolvidos na protecdo das células quanto aos estresses
ocasionados pela meio. O glicogénio ¢ fonte de energia em condicdes de limitagdo de agucar
(ALVES, 1994), enquanto a trealose estd associada tanto a prote¢ao das enzimas glicoliticas
contra a desnaturagdo em situacdo de estresse, como também em manter a integridade e
permeabilidade da membrana plasmatica (PANEK, 1990).

Trealose e glicogénio sdo carboidratos de reserva para energia adicional quando as
células estdo famintas por acgucares (FERREIRA et al, 1999; PAULILLO et al, 2003). Além

disso, a trealose é um composto protetor da membrana que ajuda as células a tolerar a
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desidratacao e altas concentragdes de etanol, bem como outros fatores estressantes industriais
(PANEK etal, 1990; DDAMORE et al., 1991).

O meio ¢ um fator determmante para a viabilidade das células de levedura, pois afeta
o controle do teor de dgua, o que ¢ crucial para a integridade celular. As células expostas ao
estresse hipertonico perdem agua e induzem uma resposta adaptativa para compensar a
desidratagdo e proteger as estruturas celulares. O acumulo de solutos compativeis, em
particular o glicerol, tem fun¢do essencial na aquisicdo de resisténcia celular a mudancas na
osmolalidade do meio, uma vez que diminui o potencial intracelular da 4gua. Alteracdes no
metabolismo lipidico também podem estar envolvidas na regulacio do contetido de glicerol,
uma vez que mudangas na composicdo lipidica da membrana plasmatica podem afetar a
fluidez da membrana e sua permeabilidade a 4dgua e ao glicerol O outro componente cujo
conteudo extra celular aumenta sob condigdes de estresse osmotico ¢ a trealose. A
importancia da trealose ¢ evidenciada pela correlagdo entre os niveis de trealose intracelular e
a capacidade de resistir ao estresse osmotico induzido por NaCl ou sorbitol. De fato, cepas
mutantes de S. cerevisiae, incapazes de produzr trealose, revelaram uma maior sensibilidade

a condi¢des de estresse osmotico (HOUNSA et al, 1998; HOHMANN, 2002).

2.5 PROCESSOS DE FERMENTACAO ALCOOLICA

Os processos fermentativos podem ser classificados de acordo com a forma que o
substrato ¢ adicionado e o produto ¢ retrado do fermentador. De acordo com Schmidell e
Facciotti (2001), entre as formas de operacdo de reatores bioldgicos, tem-se o batelada,
batelada alimentada e continuo. Estas modalidades podem ter recirculagdo de células ou ndo.

O reciclo das células visa reduzir o tempo gasto em certas etapas como a preparacao
de um moculo. Neste caso, faz-se a separa¢ao das células utilizando uma centrifuiga e estas
sdo recicladas a dorna de fermentacdo (SCHMIDELL e FACCIOTTI, 2001).

A etapa de fermentacdo industrial de etanol no Brasil pode ser classificada de duas
formas principais: batelada alimentada com reciclo de células, processo conhecido como
Melle-Bomnot ¢ o processo de fermentacdo continua. Sendo o processo em batelada
largamente o mais utllizado hoje, representando mais de 85% das usinas operando em
batelada alimentada e um valor mferior a 15% com fermentacdo continua multiestagios

(FINGUERUT, 2004).
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2.5.1 Batelada

O processo descontinuo, também conhecido como batelada, ¢ o processo em que o
meio fermentativo, conhecido como mosto, ¢ moculado com microrganismos na dorna de
fermentacdo onde as condicdes Otimas para o agente da fermentacdo sdo mantidas. Apds um
determinado tempo de fermentagdo, retira-se o caldo fermentado do reator e executam-se as
operagdes unitarias necessarias para a recuperacdo do produto. Além de menores riscos de
contaminagdo, este processo apresenta grande flexibiidade de operagdo, devido ao fato de
poder utilizar os fermentadores para a fabricagdo de diferentes produtos, a possibilidade de
realizar fases sucessivas no mesmo recipiente. A fermentagdo descontinua pode levar a baixos
rendimentos e/ou produtividades, quando o substrato adicionado de uma s6 vez no inicio da
fermentacdo exerce efeitos de inibicdo, repressao, ou desvia o metabolismo celular a produtos
que ndo interessam (CARVALHO e SATO, 2001; SCHIMIDELL e FACCIOTTI, 2001).

Segundo Tosetto (2002), podem ser utilizados dois sistemas para o processo em
batelada. O sistema de cortes que consiste depois da primeira fermentacdo dividir em dois o
volume do mosto, enviando a metade para a destilagdo e o resto utilizar como pé-de-cuba para
a proxima fermentacdo; e o sistema de cultura pura ou pé-de-cuba, onde se utiliza uma cultura

pura para cada fermentacdo e depois completa o volume do fermentador com o mosto.

2.5.2 Batelada alimentada

O processo batelada alimentada ¢ amplamente empregado na producdao industrial
devido a compilacio dos beneficios dos processos batelada e continuo. Os processos de
fermentacdo por batelada alimentada ¢ o mais utiizado nas destilarias, seguido das
fermentagdes em continuo. Apesar de maiores investimentos para instalagdo, o processo
batelada alimentada apresenta melhores resultados quando comparado ao processo de
fermentagcdo continua. Um estudo realizado durante oito anos consecutivos com 62 destilarias
(51 processo batelada alimentada e 11 processo continuo) mostrou que os processos batelada
alimentada alcancaram os maiores rendimentos de fermentagdo. Além disso, observaram uma
menor contaminagdo bacteriana no vinho € menor consumo de produtos quimicos como acido
sulfirico e antibidticos em comparagdo com processos continuos (GODOY et al., 2008).

Basicamente, o processo descontinuo alimentado ¢ definido como uma técnica em
processos microbianos, onde um ou mais nutrientes sdo adicionados ao fermentador durante o
cultivo e os produtos gerados permanecem até o final da fermentacdo. A vazio de alimentacao

pode ser constante ou variar com o tempo, e a adicdo de mosto pode ser de forma continua ou
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mtermitente (CARVALHO e SATO, 2001). Devido a flexibiidade de utilizagdo de diferentes
vazdes de enchimento dos reatores com meio nutriente, ¢ possivel controlar a concentracao de
substrato no fermentador, de modo que, por exemplo, o metabolismo microbiano seja
deslocado para uma determinada via metabolica, levando ao acumulo de um produto
especifico (CARVALHO e SATO, 2001).

Fermentacdes em batelada alimentada com alimentacdo continua foi estudada por
Phukoetphim et al. (2017), e parametros como a suplementacdo de nitrogénio, tempo de
alimentacdo e taxa de alimentacdo foram varidveis essenciais para melhorar a eficiéncia da
producao de etanol sob condicdes VHG. Neste estudo, a alimentagdo continua a partir de 9
horas com uma taxa de alimentacio de 40 g de aglcar por hora proporcionou a maior

eficiéncia de producao de etanol.

2.5.3 Continuo

O processo de fermentacdo continua caracteriza-se por possuir uma alimentagdao
conthua de meio de cultura a uma determinada vazao, mantendo-se o volume de reagado
constante através da retirada continua de caldo fermentado. Admite-se que cada porgdo de
meio alimentada no fermentador seja instantaneamente misturada com o volume de reacgdo, de
forma que o liquido efluente possuird as mesmas concentragdes de células, substrato e
produto, que aquelas existentes no meio de reagdo (GOMEZ, 2011).

Nesse tipo de processo, ¢ essencial manter um volume de cultura constante. O
produto, o qual ¢ retirado do reator, contém etanol, células e acucar residual. A manutengdo
de volume constante de liquido no reator ¢ de primordial importancia, a fim de que o sistema
atinja a condicdo de estado estaciondrio, condicdo na qual as varidveis de estado
(concentragdo de célula, de substrato e de produto) permanecem constantes ao longo do
tempo de operagdo do sistema (SOUZA, 2009).

Guerrerro (1995) destacou os beneficios da fermentagdo continua. O emprego da
fermentacdo continua associada a adogdo de técnicas como cinética microbiana, otimizagao,
simulagdo de processos e projetos especificos pode trazer vantagens como: modernizagdo da
usina; aumento na producdo; reducdo da fermentagdo em estado estacionario; redugdo de
consumo de insumos; uniformidade do produto; maior controle operacional do processo.

Andrade (2000), também cita outras vantagens como: reducdo de tempos nio

produtivos (carga, descarga, limpeza) em cada ciclo do processo conduzido a um aumento da
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producdo total; ndo necessita de unidades de armazenamento mtermedidrio; a automacdo €

simplificada, podendo-se basear em uma amostragem em tempo real.

2.6 CONFIGURACOES DE REATORES

Reatores, também chamados de fermentadores (apesar de existrem tipos
que trabalham outros processos além da fermentacdo), sdo tanques fechados onde se
controlam as condicdes adequadas para um processo bioldgico ocorrer da melhor forma
possivel, sendo elas, na maioria dos casos, temperatura, agitacdo, aeracdo (quantidade de
oxigénio que entra no sistema) e pH. Diante dos diversos modelos existentes de reatores, os
mais comumente empregados em cultivos de microrganismos e células, sdo os reatores

convencionais tipo tanque agitado e aerado e os reatores ndo-convencionais pneumaticos, tipo

“coluna de bolhas” e tipo “air-lift” (CERRI, 2005).

2.6.1 Reator de tanque agitado (STR)

O reator de tanque agitado (Stirred Tank Reactor — STR) ¢ um tipo de reator muito
simples ¢ o mais amplamente utilizado. Consiste em um cilindro com agitagdo mecanica no
qual sdo comuns relagdes de diametro-altura de 2:1 ou 3:1, que pode ser usado tanto para
c€lulas ou enzimas livres, quanto imobilizadas. O agitador desempenha varias funcdes em
simultdneo: auxilia a transferéncia de massa e de calor e agita e homogeniza as suspensdes.
Tipicamente, apenas 70-80% do volume do reator ¢ preenchido com meio liquido, para
permitir o desprendimento de gases formados durante o processo (DORAN, 1997).

Os reatores agitados mecanicamente sdao também conhecidos como reatores de
mistura completa e, sua capacidade ¢ bastante varidvel e depende do tipo de processo no qual
esta sendo empregado (SCHMIDELL e FACCIOTTI, 2001).

Estes reatores apresentam vantagens importantes quando aplicados a escala
industrial; além de serem o tipo de reator mais estudado e, por isso, sobre o qual existe mais
informagdo disponivel, permitem um controle muito facil da dispersdo de gis e da agitagdo do
meio por simples alteracdo da velocidade do agitador, que ¢ responsavel por um dispersdao de
gas eficiente ¢ pela possibilidade de empregar este tipo de reator em fermentagdes com meios
muito viscosos. Como a regulagdo da vazido de arejamento ¢ feita essencialmente em fungdo
das necessidades de oxigénio (¢ ndo tanto para auxiliar a agitagdo ou para induzr a circulagcao

do meio, como ¢ o caso de outros reatores), ¢ possivel trabalhar com vazdes de arejamento

reduzidas (TEIXEIRA et al., 2007).
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Apesar das vantagens mencionadas, este tipo de reator apresenta uma baixa
eficiéncia de transferéncia de oxigénio e necessita de grande poténcia de agitacdo que, por sua
vez, gera grandes quantidades de calor cuja remogdo do sistema pode ser problematica. Além
disso, o tipo de agitacdo cria no meio tensdes de corte elevadas, o que torna estes reatores
mapropriados para a cultura de células ou agregados sensiveis a esse tipo de forgas. Por
ultimo, os custos de construgdo e manutengdo do equipamento sdo elevados, especialmente
devido as selagens mecanicas que o compdem ¢ a ja referida grande poténcia de agitagdo de

que necessitam (TEIXEIRA et al., 2007).

2.6.2 Reator Air-lift

Os reatores air-lift (ARL) sdo aqueles que melhor conferem homogeneidade de
nutrientes ao sistema, ganhando assim destaque em processos biotecnologicos, frente ao
modelo convencional tipo tanque agitado e aerado, além de proporcionarem altas
transferéncias de oxigénio (CHISTI, 1989).

O reator air-lit ¢ empregado em bioprocessos aerobios sendo um reator que ndo
apresenta partes moveis, e a dispersdo gas-liquido é realizada pelo ar de entrada do aspersor
(ONKEN e WEILAND, 1983).

O meio de cultura ¢ deslocado no sentido ascendente impulsionado pelo
deslocamento de bolhas de ar que sdo alimentadas pelo aspersor localizado ao fundo do vaso,
retomando no sentindo descendente por uma regido distinta da regido de subida. As regides
dos reatores air-lifts consistem em uma regido aspergida por gds, denominada de regido de
subida (“riser”) e uma regido de descida (“downcomer”) por onde retoma o meio reacional. A
regido de subida e de descida sdo interligadas no topo e na base do reator (CHISTI e MOO-
YOUNG, 1987).

A velocidade de circulagdo neste tipo de reator estd diretamente dependente da vazio
de arejamento. Na secdo superior, zona de desgaseificacdo, a a¢do conjunta do fluxo do
liquido aliado a liberacdo do gds provoca uma mistura muito eficaz, esta parte do reator se
comporta como um tanque perfeitamente agitado. Estas caracteristicas dotam o air-lift de boas
propriedades de transferéncia de massa liquido-liquido e liquido-sélido (TEIXEIRA et al.,
2007).

O principal objetivo dos reatores air-lifts ¢ facilitar a troca de matéria entre as fases

liquidas e gasosa, por exemplo, em processos que envolvam fotossintese, possibilitando a
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dissolucdo de CO da fase gasosa para a liquida, bem como a remocao de Oz produzido da fase
liquida para a gasosa (MERCHUK e GLUZ, 1999).

Os reatores air-lift sdo conhecidos, tal como as colunas de bolhas, pelo baixo valor
das tensdes de corte associadas ao fluxo da fase fluida, pelo que sdo adequados para processos

envolvendo microrganismos imobilizados (TEIXEIRA etal., 2007).



CAPITULO 3
MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados os materiais utilizados no desenvolvimento
experimental desta Tese, bem como a metodologia empregada para cada etapa. O fluxograma

da Figura 3.1 representa as etapas realizadas neste trabalho.

Fermentacgao
alcodlica VHG

Caracterizagdo do

Experimentos Fermentagdes em Fermentag¢dao em reator
preliminares em melago e Cal‘{‘o de cana- batelada repetida com Air-lift utilizando a
diferentes temperaturas de-agucar estirpe floculante FL-20 estirpe FL-20

Fermenta¢des em Estudo da influéncia da
batelada repetida a 20, temperatura,

23, 25, 27 € 30°C comas concentra¢des de células

estirpes PE-2, Ethanol e substrato empregando a
Red e Y-904 estirpe Y-904

Figura 3.1 — Fluxograma das etapas realizadas neste trabalho.

3.1 MATERIAL

3.1.1 Locais de execucao da pesquisa
A pesquisa foi realizada na Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade
Federal de Uberlandia - FEQ/ UFU e no Centro de Engenharia Biologica da Universidade do
Minho - CEB/UM em Portugal.

3.1.2 Microrganismos
Utilizou-se quatro diferentes estirpes da levedura S. cerevisiae na realizagdo deste
trabalho. As cepas industriais Y-904 na forma granulada produzida pela AB Brasil e Ethanol
Red produzida pela Fermentis do grupo Lesaffre, S. cerevisiae PE-2 (BASSO et al., 2008) e a
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estirpe recombmante FL-20, desenvolvida no Centro de Engenharia Biologica (CEB) na
Universidade do Minho em Braga-PT (GOMES et al., 2012).

3.1.3 Meios de cultura
3.1.3.1 Meio de cultura do indculo
A levedura para noculagio foi cultivada em frascos erlenmeyer, com meio contendo
50 g/LL de glicose, 20 g/ de peptona e 10 g/L de extrato de levedura. O meio para a estirpe
recombinante FL-20 também inclum 1,5 mM de CuSOs4. Apds incubagdo da levedura a 30 °C
e 150 rpm por 24 horas, a suspensdo de células foi assepticamente colhida por centrifugagdo
(10 min a 5000 rpm, 4°C) e as células foram ressuspendidas em solucdo de NaCl 0,9% (p/v)
para 200 mg levedura fresca (FY)/mL. Esta suspensdo celular concentrada foi misturada com

um volume de meio de cultura adequado para atingir uma densidade celular de cerca de
1,3x108 células/mL.

3.1.3.2 Meio de fermentacio

As fermentagdes VHG em frascos agitados foram realizadas utilizando um meio
previamente otimizado (Pereira et al, 2010), consistindo de 300 g/L. de glicose, 44,3 g/L de
agua de maceragdo de milho (AMM), 2,3 g/L de ureia, 3,8 g/ de MgS0O4.7H20 ¢ 0,03 g/L de
CuS04.5H20 (correspondendo a 0,12 mM de Cu?"). A AMM foi cedida pela empresa
Companhia Portuguesa de Amidos - COPAM (Portugal) e seu manuseio € composicao
principal foi previamente relatada (Pereira et al, 2010). O pH do meio foi ajustado para 4,5
com NaOH 1M. O meio foi arejado por agitagdo com uma barra magnética a 850 rpm durante
20 minutos antes da inoculagao.

Para as fermentacdes em reator de bancada foram utilizados caldo e melaco de cana-

de-agucar cedidos pela empresa British Petroleum - BP (Brasil).

3.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.2.1 Fermentacoes em bateladas repetidas
Nesta etapa teve-se como objetivo geral avaliar o desempenho de cepas de levedura
com relag@o a sua reutilizacdo em diferentes ciclos de fermentagao.
As fermentacdes foram realizadas em frascos agitados de volume 100 mL,

preenchidos a 40% do seu volume com meio e ndculo. Os frascos eram munidos de rolhas de
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borracha perfuradas e dotadas de dois eppendorfs, um interno, para receber refluxo de glicerol
e um externo preenchido com glicerol, que possui afinidade com o etanol ndo permitindo que
o etanol evaporado seja expulso do sistema, além de evitar a entrada de ar e permitir a
exaustdo de CO:z. As culturas foram incubadas em shaker rotativo nas temperaturas de 20, 23,
25, 27 e 30°C e agitagdo orbital de 150 rpm (Figura 3.2), empregando o meio definido em
3.1.3.2. O progresso da fermentacdo foi acompanhado por perda de massa (resultante da
produg¢do de CO2) fazendo a pesagem dos frascos a cada hora e comparando com seu peso
micial. Através da estequiometria da reagdo, cada mol de agucar redutor ¢ convertido em dois
mol de etanol e a dois mol de gas carbdnico. Como a massa molecular do etanol (46,068 g) ¢
muito préxima da massa atdmica do gas carbonico (44,009g), foi possivel estimar a perda de
massa (producdo de CO2) que serd aproximadamente igual a produgdo de etanol, e prever o

término da fermentagdo quando os pesos dos frascos se manterem constantes.

Figura 3.2 — Fermentacdo em frascos agitados.

Nos ciclos fermentativos realizados, a primeira fermentagdo era iniciada com a
inoculacdo de 11 mg de levedura fresca por mL de meio de cultura, o que corresponde a 440
mg de levedura fresca em 40 mL de meio (dessa forma a concentragdo celular micial do meio

era aproximadamente 1,3x10% células/mL). No final do primeiro ciclo de fermentagdo, as
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células de levedura floculante (FL-20) foram deixadas a sedimentar em um tubo de 50 mL
durante 10 minutos. Para as leveduras ndo floculantes (PE-2, Y-904 e Ethanol Red), a
suspensdo de células foi obtida por centrifugacdo (10 min a 5000 rpm, 4 °C). Ao decantado
(ou centrifuigado) foi adicionado meio fresco arejado em volume suficiente para atingir 40 mL
de meio fermentativo para um novo ciclo de fermentagdo. Este procedimento para reciclagem
de biomassa foi repetido nos ciclos seguintes. Amostras para andlises de viabilidade e
dosegem de agucares e etanol foram retiradas no iicio e no final da fermentacdo. Todos os

experimentos foram realizados em duplicata.

3.2.2 Fermentacao VHG em reator Air-lift com FL-20

A fermentagdo foi realizada em um reator tubular de bancada, do tipo air-lift, (com
recirculagdo interna através de um tubo de sucg¢do concéntrico com uma zona de
desgaseificagdo aumentada) com capacidade para 3,5 L. O reator foi equipado com uma
manta de resfriamento para controle de temperatura, na qual se manteve constante em 30 +

1°C ao longo do ensaio. O esquema estd ilustrado na Figura 3.3.

A2 (= e

Figura 3.3 — Representagdo esquematica da unidade de trabalho (A) Meio de alimentagdo,
(B) Bomba peristaltica, (C) Entrada de ar, (D) Ponto de amostragem, (E) Controle de
temperatura ¢ pH, (F) Saida de meio fermentado.

O microrganismo utilizado no ensaio foi a estirpe recombinante FL-20.
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A alimentagdo do meio fermentativo foi feita por meio de bomba peristaltica (A-B).
O meio fermentativo foi alimentado pela parte lateral inferior do reator, com uma vazio de
105 mL/h e taxa de diluicdo de 0,03 h'. A concentragdo do meio de alimentagdo foi de 300
g/L. A cepa utilizada neste experimento foi a FL-20 de caracteristica floculante. A agitagdo
foi fornecida pelo ar estéril que entra na base do reator com vazio especifica de 0,1 vvm (C).
Amostras eram retiradas frequentemente para andlise de acucar e etanol (D). O pH da
fermentacdo foi controlado e ajustado para 4,5 com acido sulfirico e hidroxido de sédio (E).

O volume reacional era mantido constante pela retirada continua de meio fermentado (F).

3.2.3 Estudo da influéncia conjunta da temperatura, concentracoes de substrato

e célula

Com base nos experimentos do item 3.2.1, optou-se por continuar o trabalho
empregando a cepa Y-904.

Foi planejado um Delineamento Composto Central (DCCR): fatorial completo 23,
mclundo os 6 pontos axiais € 3 repeticoes no ponto central, totalizando 17 experimentos,
utilizando-se o software Statistica 7.0. O objetivo deste DCCR foi analisar a influéncia
conjunta da temperatura, concentragdo de substrato (ART) e concentracdo celular. O alfa de
rotabilidade utilizado neste delineamento experimental foi de 1,6818.

Os experimentos foram realizados em um fermentador modelo New Brunswick
Multigen, de volume util 2,0 L, com controles de agitacio e de temperatura operado em
batelada alimentada, completado até 1,5 L em todos os ensaios de fermentagdo. O volume de
moculo representava em todas as fermentagdes 30% do volume util e o meio de cultura 70%.
O meio de cultura empregado nestes experimentos foi composto de melagco da fabricacdo de
acgucar de cana, diluido com caldo-de-cana para atingr as concentragdes desejadas para cada
ensaio.

Ao iniciar-se a alimentacdo do reator eram acrescidos 1,05 L de meio com tempos de
enchimento de 5 horas e concentragdo do substrato na alimentagdo conforme experimentos
propostos. A alimentacdo foi realizada por meio de uma bomba peristaltica (Masterflex®,
modelo n° 7553-76). A Figura 3.4 ilustra o reator New Brunswick Multigen operando em
batelada alimentada.



Capitulo 3 — Material e Métodos 45

Figura 3.4 — Fermentador New Brunswick Multigen operando em batelada alimentada.

O tempo de enchimento do reator batelada alimentada foi de 5 horas para todos os
experimentos, o pH do meio foi ajustado em 4,5 (com acido sulfirico e/ou hidroxido de
so6dio), as amostras foram retiradas em mtervalos de tempo de 2 horas. O indculo, com
concentracdo varidvel de células, definida pelo delineamento experimental, foi preparado
diluindo-se a suspensdo de microrganismos obtida na hidratagdo da levedura liofilizada. Para
o preparo do mndculo, efetuava-se a leitura dessa suspensdo de leveduras no espectrofotdmetro
a 650nm, sendo possivel entdo conhecer a concentracdo de microrganismos na suspensao
(Apéndice A).

Conhecida essa concentragdo, utilizava- se a regra de diluigdo (C1.V1=C2.V2), em que
o volume e concentra¢do finais eram conhecidos, e determinava-se o volume de suspensdo de
leveduras necessario para que fosse produzido um indculo na concentracdo celular desejada,
utilizando uma curva padrdo que relaciona % volume/volume com concentragdo celular em
termos de massa seca (Apéndice B).

Os ensaios experimentais foram realizados de acordo com o delineamento
experimental utilizado. As variaveis independentes foram a temperatura, que variou de 21,6 a
28,3°C, a concentragao celular inicial de 5,95 a 16 % v/v e a concentragdo de substrato (ART)
que variou de 242,7 a 377,5 g/L. As faixas das varidveis foram escolhidas com base nos
resultados obtidos por Cruz et al. (2018) e em experimentos preliminares. Na Tabela 3.1
estdo apresentados os valores atribuidos as trés varidveis independentes no delineamento
experimental, sendo a varidvel X; a temperatura (°C), X2 a concentragdo de substrato - ART

(g/ll) e X3 aconcentragdo celular no indculo (% v/v).
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Tabela 3.1 - Matriz do Delineamento Composto Central do efeito da temperatura,
concentracao celular e concentragcao de substrato (ART)
Valor real (Valor codificado)

Expe rimentos Temperatura Concentracdo de ART Concentracao celular
T°C (X1) Se g/L (X2) Xo % v/v (X3)

1 23 (-1 270 (-1) 8(-1)
2 23 (-1) 270 (-1) 14 (+1)
3 27 (+1) 270 (-1) 8(-1)
4 27 (+1) 270 (-1) 14 (+1)
5 23 (-1) 350 (+1) 8(-1)
6 23 (-1 350 (+1) 14 (+1)
7 27 (+1) 350 (+1) 8(-1)
8 27 (+1) 350 (+1) 14 (+1)
9 25 (0) 2427 (-a) 11 (0)
10 25 (0) 3773 (+a) 11 (0)
11 21,6 (-0) 310 (0) 11 (0)
12 28,3(+a) 310 (0) 11 (0)
13 25 (0) 310 (0) 5,95 (-a)
14 25 (0) 310 (0) 16 (+a)

15 (C) 25 (0) 310 (0) 11 (0)

16 (C) 25 (0) 310 (0) 11 (0)

17 (C) 25 (0) 310 (0) 11 (0)

Os niveis das variaveis estudadas foram adimensionalizados pela Equagdo 3.1.

X = M (3.1)

' X+1 — X—l
2

Sendo,

X, = valor codificado da variavel (n= 1,2...);
X = valor da variavel a ser calculada;
X, = valor da variavel no ponto central;

X,,= valor da varidvel no nivel superior;

X_,=valor da variavel no nivel mferior.
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As equagdes de codificagdo da temperatura (Xi), concentragdo de substrato (X2) e
concentragdo celular (X3) estdo apresentadas pelas Equagdes 3.2, 3.3 e 3.4, respectivamente e

foram obtidas utilizando a Equacao 3.1.

X, = (TO—;25) (3.2)
S, — 310
X, = (5, 20 ) (3.3)
S, — 11
;= (5, 3 ) (3.4)

Apos realizacdo dos experimentos relacionados na Tabela 3.1 e andlise de todas as
respostas envolvidas, foi realizado um experimento de validacio dentro das faixas de

maximizacdo para rendimento, produtividade e viabilidade e mmnimizacdo do agucar residual.

3.3 METODOLOGIA ANALITICA

3.3.1 Determinacido das concentracoes de acucares e de etanol

O etanol e os agucares totais (glicose, frutose e sacarose) foram quantificados pelo
método de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC - High Performance Liquide
Chromatography). Essa técnica cromatografica ¢ utillizada para separar uma mistura de
compostos em andlises quimicas e bioquimicas com a finalidade de identificar, quantificar ou
purificar os componentes individuais da mistura. A amostra foi diluida, filtrada e injetada no
sistema cromatografico de marca Shimadzu modelo LC-204 Proninence, coluna Supelcogel-
Ca, na qual os agucares, glicerol e etanol foram detectados por indice de refragdo (RID). A
solu¢do de arraste utilizada foi solugdo aquosa de H3PO4 (0,1%), com fluxo de bomba de 0,5
mL/min, temperatura do forno de 32°C e volume de injegdo de 20 pL. Os valores obtidos nos

cromatogramas foram calculados com o auxilio de curvas padrao.

3.3.2 Determinacdo da concentracio de leveduras e viabilidade celular
Para determina¢do da concentracdo celular das amostras utilizou-se uma camara de

Neubauer espelhada e um microscopio Optico (Olympus). A cdmara possui 25 quadriculos,
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considerou-se para contagem 5 quadriculos que possuem 16 reticulos com uma area de 0,0025
mn? e profundidade de 0,1 mm para cada quadriculo. Com isso tem-se um volume total da
camara de 0,1 mm® = 0,1 pL.

Para a contagem das células, utilizou-se a técnica de coloragdo de azul de metileno
(JONES et al, 1981). Este corante apresenta coloracdo azul na forma oxidada, tornando-se
incolor na forma reduzida. Neste método as células vidveis permanecem ndo coradas
enquanto as ndo viaveis coram de azul. Diluiu-se a amostra, adicionaram-se algumas gotas do
azul de metileno e promoveu-se a homogeneizacdo. Colocou-se esta solugdo, com o auxilio de
uma pipeta Pasteur, entre a camara de Neubauer e a laminula, previamente limpas com alcool
70%. Realizou-se a contagem das células em microscopio Optico com um aumento de 100
vezes. O calculo da concentragdo de célula foi realizado de acordo com a Equacao 3.5

(MADIGAN et al., 2004).

. 1 o
, n° de células totais x x diluicao
células

Células ( ) — volume do reticulo x 100 (35)
mL n° de reticulos

Para acompanhar o crescimento celular, foi utiizado método espectrofotométrico. De
posse da curva de calibragdo relacionando massa seca com absorbancia (Apéndice A). Desta

forma foi determmada a concentracdo celular em termos de massa seca por unidade de

volume.

3.3.3 Caracterizacao do caldo e melaco de cana-de-acucar

As concentragdes de célcio, cobre, ferro, magnésio, manganés, potdssio e zinco total
presentes no melago e caldo-de-cana foram determinadas por espectrometria de absor¢dao
atdmica em chama, empregando o aparelho da marca Shimadzu, modelo AA-7000.

A determinagdo do fosforo total em solugdo foi determmado pelo método
colorimétrico de acordo com o procedimento descrito em APHA — AWWA — WEF. Standard
Methods for the Examnation of Water and Wastewater, 20th ed. Washington, D. C.:
Americam Public Health Association , 1998. — part 4000 Inorganic nonmetallic constituents,
4500-P Phosphorus.

O Nitrogénio total foi caracterizado utilizando a técnica de combustdo catalitica a
alta temperatura, empregando o aparelho analisador Total Organic Carbon Analyzer TOC-L
CPH/CPN da Shimadzu. \\
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3.3.4 Ensaio de floculaciao

A capacidade de floculagio da levedura foi avaliada por um ensaio de floculagdo,
descrito de acordo com a metodologia abaixo, adaptada de Gomes et al., 2012.

Retirou-se 25 mL do meio fermentado em que se desejava avaliar a floculagdo das
células. Centrifugou-se a amostra, descartou-se o sobrenadante e logo em seguida as células
de levedura foram lavadas duas vezes com solugdo desfloculadora de NaCl 15 g/L (pH 3) e
recuperadas por centrifuigacdo. Foi adicionado ao volume de células provenientes da ultima
lavagem, solu¢do desfloculadora totalizando um volume de 25 mL adicionados em um
cilindro graduado de 25 mL. Entdo, 1 mL de CaCL 100 mM foi adicionado para induzir a
floculagdo. Agitou-se a solugdo e amostras de 0,2 mL foram retiradas. Nos primeiros trés
minutos, retirou-se amostras a cada 1 minuto da mesma posicdo no cilindro graduado, a partir
do quarto minuto as amostras eram retiradas a cada 2 minutos até totalizar o tempo de 10
minutos. Foi aferido a absorbancia a 600 nm das amostras. Um ensaio sem CaCly serviu como
controle. Perfis de sedimentagdo foram obtidos pela plotagem da porcentagem de células de

levedura em suspensdo para cada ponto de amostragem.

3.4 CALCULOS RELACIONADOS AS FERMENTACOES

3.4.1 Rendimento
O rendimento em grama de etanol por grama de acucar redutor total iicial (ARTI),
considerando o rendimento tedrico de 0,511 getanot/garT como 100%, foi determinado pela

Equacao 3.6.

Y, = —Semar 00 (3.6)
s 0,511 x Cpppy

Em que:

Y17= rendimento de etanol formado em relagdao aos ART inicial (%);
S

C = concentragdo de etanol (g/L) ao final da fermentagdo;

etanol f

C ,r1;= concentragdo de agucar redutor total inicial (g/L).
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3.4.2 Produtividade

O célculo da produtividade, em relagdo ao etanol produzido, ¢ uma grandeza cinética

que expressa a velocidade média de producdo. A produtividade foi calculada pela Equacao
3.7.

C

Pretanol = etin()l L (37)

Em que:
Pr,,..., = produtividade do etanol (g/ L.h);

C. o £ = concentracdo de etanol (g/L) ao final da fermentagdo;

t=tempo final de fermentacdo (h).

3.4.3 Concentracido de etanol expressa em porcentagem volumétrica % (v/v)
A concentracdo de etanol pode ser expressa também em porcentagem volumétrica,
que representa a relagdo entre o volume de etanol puro pelo volume total da suspensdo. A

porcentagem volumétrica pode ser obtida através da Equagdo 3.8.

C
% (V) = —mdl ¥ 100 3.8
(V) = o (3.8)
Em que:
% (%) = Teor alcoolico expresso em porcentagem volumétrica;

C. o = concentracdo de etanol (g/L) ao final da fermentagdo

Densidade do etanol puro a 25°C =789 g/L



CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os principais resultados obtidos no

desenvolvimento deste trabalho.

4.1 AVALIACAO PRELIMINAR DOS TEMPOS DE FERMENTACAO EM
BATELADA PARA DIFERENTES TEMPERATURAS

Com o objetivo de avaliar os tempos de fermentacdo empregando as cepas Ethanol
Red, Y-904 e¢ PE-2, para cada temperatura empregada, para fermentagdes em VHG, na
concentracdo inicial de ART igual a 300 g/L, foram realizados experimentos nos quais
acompanhava-se a producdo de CO2 ao longo do tempo. Os resultados destas fermentagdes
preliminares sdo apresentados nas Figuras 4.1, 4.2, 4.3, 4.4 e 4.5 para 20, 23, 25, 27 e 30 °C,

respectivamente.
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Figura 4.1 — Perfil de produgdo de CO2 para —® Ethanol Red, *—Y-904 ¢ ~*~ PE-2 na
temperatura de 20°C



Capitulo 4 — Resultados e Discussdo

52

CO, (/L)

Tempo (h)

Figura 4.2 — Perfil de produgdo de CO2 para —® Ethanol Red, ~*-Y-904 ¢ ™*~ PE-2 na
temperatura de 23°C
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Figura 4.3 — Perfil de produgdo de CO> para —®— Ethanol Red, *—Y-904 ¢ ~*— PE-2 na
temperatura de 25°C
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Figura 4.4 — Perfil de produgdo de CO2 para —® Ethanol Red, ~*-Y-904 ¢ ~*~ PE-2 na
temperatura de 27°C
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Figura 4.5 — Perfil de produgdo de CO> para —®— Ethanol Red, *~Y-904 ¢ ™*— PE-2 na
temperatura de 30°C

O tempo final definido para o término de cada ciclo fermentativo, para cada
temperatura ¢ estirpe estudada foi baseado no final da fase logaritimica, que corresponde ao
momento em que cessa a producdo de gds carbdnico. Esta fase logaritimica corresponde ao

periodo em que a atividade metabdlica da célula ¢ maxima, sendo o estagio preferido para fins
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mndustriais, pois o produto necessario seria produzido eficientemente. De posse destes
resultados, os tempos definidos para realizacdo dos experimentos em batelada repetida foram
estipulados em 78, 72, 63, 52 e 44 horas para as temperaturas 20, 23, 25, 27 e 30°C,
respectivamente, empregando o mesmo meio de cultivo.

Conforme relatado por Perera et al. (2011), a viabiidade de leveduras diminui
abruptamente quando o processo de fermentacdo desacelera e, assim, a recuperacdo da
levedura para reciclagem para fermentacdes subsequentes deve ser feita nessa fase critica,

para manter altos niveis de viabilidade durante os proximos ciclos de fermentagdes.

4.2 FERMENTACOES EM BATELADAS REPETIDAS COM DIFERENTES CEPAS
DE Saccharomyces cerevisiste EM FERMENTACOES VHG EM DIFERENTES
TEMPERATURAS

4.2.1 Saccharomyces cerevisiae PE-2

Os valores médios dos resultados das fermentacdes VHG em batelada repetida,
realizados em triplicata, em diferentes temperaturas (20 a 30°C), para a concentragdo inicial
de glicose de 300 g/L, utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2 sdao apresentados
na Tabela 4.1.

O desempenho da cepa PE-2 foi avaliado em um processo de fermentacdo VHG em

bateladas repetidas operado por 5 ciclos com reciclagem celular, em diferentes temperaturas.
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Tabela 4.1 — Respostas avaliadas em ciclos de fermentagdo em batelada repetida para diferentes
temperaturas empregando a estirpe PE-2.

Ciclo Tempo de Etanol Glicose Teor Produtividade = Rendimento

Fermentacao Final Residual Alcoodlico Etanol (%)
(b (g/L) (g/L) (%o VIV) (g/L.h)

1 78 138 0 17,5 1,77 90,0
2 78 140 0 17,7 1,79 91,3
g 3 78 137 0 17,4 1,76 89,4
o 4 78 133 0 16,8 1,70 86,7
5 78 134 0 17,0 1,72 87,4
1 72 136 0 17,2 1,89 88,7
2 72 135 0 17,1 1,88 88,0
éj 3 72 130 0 16,5 1,80 84,8
o 4 72 131 0 16,6 1,82 85,0
5 72 130 0 16,5 1,80 84,8
N 1 63 134 0 17,0 2,13 87,4
E 2 63 136 0 17,2 2,16 88,7
%i 3 63 133 0 16,8 2,11 86,7
o 4 63 132 0 16,7 2,09 86,1
5 63 129 0 16,3 2,05 84,1
1 52 137 0 17,4 2,63 89,4
2 52 132 0 16,7 2,54 86,1
%\) 3 52 134 0 17,0 2,58 87,4
o 4 52 130 0 16,5 2,50 84,8
5 52 131 0 16,6 2,52 85,0
1 44 135 0 17,1 3,07 88,0
2 44 130 0 16,5 2,95 84,8
g 3 44 128 0 16,2 291 83,5
“ 4 44 130 0 16,5 2,95 84,8
5 44 126 0 15,9 2,86 82,2

Estudou-se o desempenho da estipe PE-2 em fermentacdes com altos teores de
glicose inicial, avaliando o impacto de diferentes temperaturas. Observou-se que a
produtividade € menor em temperaturas mais baixas, devido ao tempo de fermentacdo ser
maior.

Na indtstria, é pratica comum reciclar a biomassa de levedura por varios lotes
consecutivos, a fim de reduzir o tempo e o custo para a preparacao do mndculo. Por exemplo,
na fermentagdo para producdo de cerveja, a levedura ¢ reutiizada de 5 a 20 vezes,

dependendo da cervejaria em particular (HUUSKONEN et al., 2010).
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Nas destilarias brasileiras de etanol, a levedura também ¢ reciclada por centrifugagao
e, em muitos casos, a reciclagem se estende por 8 meses, durante a época da colheita da cana-
de-actcar (BASSO et al., 2008).

Além disso, 0 uso de processos sucessivos de fermentacdo em batelada repetida com
reciclagem de células permite o acumulo de altas densidades celulares que podem aumentar a
produtividade do etanol nos sistemas (VAN HOEK et al., 2000).

Para a faixa de temperatura estudada de 20 a 30°C, em todos os ciclos de
fermentagcdo toda a glicose foi consumida, permitindo a produgdo de altos niveis de etanol de
16,3 a 17,7% (v/v) com rendimento de etanol de 84,1 a 91,3%. Além disso, a produtividade
de etanol nos ciclos nestas temperaturas variou de 1,72 a 2,63 g/L.h.

Na temperatura de 30°C, a producao de etanol foi alta, 15,9 — 17,1 %(v/v), com
rendimento de etanol de 82 — 88% ¢ produtividade de 2,86-3,07 g/L.h nesta temperatura. Os
resultados obtidos nesta pesquisa para PE-2, estdo bastante semelhantes aos de Pereira et al
(2012), ao comparar os resultados obtidos por eles, em que realizaram bateladas repetidas
operando por 15 ciclos, utilizando a mesma cepa (PE-2) na temperatura de 30°C, empregando
concentragdo de glicose em torno de 300 g/L.. Nos primeiros cinco ciclos de fermentacdo,
quase toda a glicose foi consumida (residual <17 g/L), permitindo a produgdo de altos niveis
de etanol de 17% (v/v) com rendimento de etanol de 78 — 82% e produtividade variando de
3,45 24,59 g/L.h

Pereira et al. (2012), realizando fermentagdes com a stirpe PE-2 em meio de cultura
otimizado para fermentagdes VHG com 364 g/L de glicose a 27 e 30°C, observaram que as
células de levedura fermentaram a maior parte da glicose (residual de 6 e 35 g/L,
respectivamente), atingindo teores de etanol de 21,6 e 19,3% (v/v) e produtividade em etanol
de 1,31 e 1,60 g/L.h, respectivamente. Assim, como esperado, a diminuicdo da temperatura de
fermentagdo para 27°C resultou no aumento do consumo de glicose e no teor final de etanol,
embora a produtividade de etanol tenha diminuido. Além disso, a linhagem PE-2 apresentou
alta tolerancia a estresse osmotico, crescendo e fermentando em meio VHG com 400 g/L. de
glicose. No entanto, as fermentacdes VHG foram incompletas, deixando o residual de 60 ¢ 80
g/L de glicose e atingindo 20,1 e 18,2% (v/v) de etanol a 27 e 30°C, respectivamente.

Os resultados do presente trabalho foram semelhantes aos obtidos por Pereira et al
(2012), uma vez que, utilizando o mesmo meio de cultura otimizado para fermentacdes VHG

com 300 g/L de glicose, as fermentacGes realizadas a 27°C foram melhores em termos de
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concentracdo de etanol em relagdo aquelas realizadas a 30°C. Obteve-se teores de etanol de
17,4 e 17,1% (v/v) com produtividade de 2,63 e 3,07 g/L.h para as temperaturas de 27 e 30°C,
respectivamente.

A tolerancia da levedura ao etanol ¢ afetada negativamente pelo aumento da
temperatura de fermentacdo (CASEY E INGLEDEW, 1986). Thomas et al. (1993) testaram a
fermentacdo VHG de mosto derivado de trigo a 20, 25, 30 e 35°C e descobriram que as
fermentacdes foram completas a 20 e 25°C enquanto se tornavam lentas ¢ incompletas a 30 e
35°C. Com a suplementagdo do meio com extrato de levedura, a 20°C, a concentragdo de
etanol produzido foi de 23,8% (v/v), caindo para 18% (v/v) a 30°C.

No presente trabalho, empregando a cepa PE-2, observa-se que a 20°C o teor
alcodlico maximo atingido foi de 17,7% (v/v) no segundo ciclo, enquanto a 30°C o teor
maximo atingido foi de 17,1% (v/v) no primeiro ciclo. Ambas as fermentagcdes foram
completas, ou seja, a glicose residual foi igual a zero.

Cerqueira (2013), também obteve altas concentracdes de etanol em seu estudo de
fermentagdes VHG (em mostos com 25, 30 e 35 °Brix) com a levedura PE-2. Para a
fermentagdo em mostos com 25 °Brix, os valores de etanol obtidos foram os melhores e
variaram de 9,88% (v/v) no 1° ciclo e 14,43% (v/v) no 6° ciclo.

Montero (2016), utiizando a lnhagem PE-2 em mosto de caldo-de-cana
concentrado a 30 °Brix suplementado com fosfato de amoénio ou com ureia obteve-se
respectivamente 15,84 e 15,82 % (v/v) de etanol no 6° ciclo fermentativo, comparativamente
ao mosto controle, sem suplementacdo que produziu 14,99% (v/v).

A alta viabilidade das células de levedura ¢ vital para o processo funcionar de forma
eficiente. A Figura 4.6 apresenta a viabilidade final ao longo dos ciclos nas diferentes
temperaturas estudadas para a cepa PE-2.

Observou-se que em diferentes temperaturas para a mesma concentracdo inicial de
substrato, a viabilidade ¢ maior quanto menor for a temperatura. No final do ciclo 5, a
viabilidade cawu para 20, 29, 33, 40 e 49% nas fermentacdes realizadas a 30, 27, 25, 23 e 20°C

respectivamente, porém os teores de etanol permaneceram elevados, cerca de 17%(v/v).
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Figura 4.6 — Viabilidade final ao longo dos ciclos para as temperaturas de 20, 23, 25,27 ¢
30°C para a estipre PE-2.

Quanto maior foi a temperatura, menor foi a viabilidade ao longo dos 5 ciclos
estudados. A queda de viabilidade do quarto para o quinto ciclo a 30°C, foi a mais acentuada,
dentre as demais temperaturas e demais ciclos estudados.

Observa-se que, a maior diferenca de viabilidade do primeiro para o quinto ciclo foi
de 56% a 30°C e a menor de 40% a 20°C.

A viabilidade da estipe PE-2 estd intimamente ligada a temperatura em que a
fermentagdo ¢ realizada. E possivel observar uma maior queda na viabilidade para a levedura
PE-2 a 30°C quando se trabalha reutilizando a levedura. Isto sugere que nesta temperatura a
viabilidade serd menor que 20% nos ciclos subsequentes compromentedo a conversdo de
substrato a etanol. J& a 20°C apo6s 5 ciclos de reutilizagdo da levedura, a viabilidade encontra-
se proxima dos 50%, sugerindo que possivelmente a levedura suportaria mais ciclos

fermentativos.
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4.2.2 Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red

Os valores médios dos resultados das fermentagdes VHG em batelada repetida,
realizados em triplicata, em diferentes temperaturas, para a concentragdo inicial de glicose de

300 g/L, utiizando a levedura Saccharomyces cerevisiae Ethanol Red sdo apresentados na

Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Respostas avaliadas em ciclos de fermentacdo em batelada repetida para

diferentes temperaturas empregando a estirpe Ethanol Red.

Tempo de
Ciclo Fermentacao

(h)

78
78
78
78
78
72
72
72
72
72
63
63
63
63
63
52
52

Ethanol Red
27 °C 23 °C 20 °C

30 °C 25 °C
LB W= L e WD~ ubhwR—u bhwo—~u s —

EEREERBRBR

A faixa de maiores valores de concentracdo de etanol obtida para as temperaturas

estudadas variou de 141 a 143 g/L.. A 20°C a concentragdo de etanol final oscilou menos nos

Etanol
Final

L)

143
141
142
142
142
140
138
141
140
140
142
143
140
141
141
139
140
138
139
142
137
139
143
141
143

Glicose
Residual

L)

S OO OO OO O OO0 O 00 O 0o o0 o0 o o o oo o oo

Teor

Alcoolico

(% VIV)

18,1
17,9
18,0
18,0
18,0
17,7
17,5
17,9
17,7
17,7
18,0
18,1
17,7
17,9
17,9
17,6
17,7
17,5
17,6
18,0
17,4
17,6
18,1
17,9
18,1

Produtividade

Etanol
(g/L.h)

1,83
1,81
1,82
1,82
1,82
1,94
1,92
1,9
1,94
1,94
2,25
227
2,22
2,24
2,24
225
2,27
2,22
224
2,24
3,11
3,16
325
3,20
325

Rendimento

(7o)

93,3
92,0
92,6
92,6
92,6
91,3
90,0
92,0
91,3
91,3
92,6
93,3
91,3
92,0
92,0
90,7
91,3
90,0
90,7
92,6
89,4
90,7
93,3
92,0
93,3
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5 ciclos, de 141 a 143 g/, do que nas demais temperaturas, como por exemplo a 30°C em
que a concentragdo oscilou de 137 a 143 g/.

A maior produtividade foi de 3,25 g/l..h a 30°C e a menor de 1,81 g/L.h a 20°C.

A viabilidade apds cada ciclo para todas as temperaturas estudadas se mantenve
praticamente constante, havendo uma maior queda de 17% do primeiro para o qunto ciclo na

temperatura de 30°C, e a menor de 12% para a temperatura de 20°C (Figura 4.7).
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Figura 4.7 — Viabilidade final ao longo dos ciclos para as temperaturas de 20, 23, 25,27 ¢
30°C para a estipre Ethanol Red.

Nao houve agucar residual em nenhum ciclo para nenhuma temperatura estudada,
todo o actcar disponivel no meio de fermentagdo foi consumido. Apesar do consumo
eficiente da fonte de carbono durante os ciclos sucessivos, os niveis de etanol obtidos
experimentalmente por cromatografia liquida foram entre 17,4 e 18,1 % (v/v). Esperar-se-ia
obtencdo de vinhos em torno de 19,2% (v/v) prevista pelo rendimento tedrico, estando os
valores obtidos muito préximos deste valor.

Parte desta perda deve ser atribuida a perdas por evaporacao, que ocorre durante o
processo fermentativo e também devido ao tempo de armazenamento para posterior andlise.
Nos estudos controles de Barbosa (2013), mdicam que pode haver a perda por evaporagao de

até 2,2% de etanol produzido por hora a 30°C.
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Barbosa (2013), utilizando a levedura Ethanol Red, em meio contendo 30% de
sacarose, durante 10 ciclos consecutivos de 10 horas cada, a 30 e 37°C obteve teores de etanol
que variaram, em um valor médio de 15% (v/v). Obteve-se viabilidade de 90% a 30°C,
enquanto a 37°C esse valor foi de 80%. Além disso, dentre as leveduras envolvidas no estudo
de Barbosa (2013), a Ethanol Red foi a que apresentou maior sensibilidade ao estresse
fermentativo, apresentando um consideravel aumento do acumulo de trealose, indicando a
resposta frente ao estresse osmotico e etandlico. Este aumento da quantidade mtracelular de
trealose ¢ forma de protecdo ao estresse metabolico induzido por altas concentragdes de
acucar ¢ de etanol, como descrito em varios trabalhos na literatura, refletndo uma forma de
protecao celular.

Souza (2014), estudou o desempenho de diferentes linhagens de S. cerevisiae para o
maximo actimulo de etanol, testadas em condigdes de alta gravidade (VHG). A fermentagdo
foi realizada a 25°C em meio contendo 33% de glicose. A linhagem CB1585 de origem
holandesa foi a que obteve melhor desempenho entre as lnhagens testadas, produzindo o teor
alcodlico de 18,9 % (v/v). A cepa Ethanol Red, também testada por ele, produzu teor
alcodlico de 17,58 % (V/v).
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4.2.3 Saccharomyces cerevisiae Y-904

Os valores médios dos resultados das fermentagbes VHG em batelada repetida,
realizados em triplicata, em diferentes temperaturas (20 a 30°C), para a concentragdo inicial
de glicose de 300 g/L, utllizando a levedura Saccharomyces cerevisiae Y-904 sdo
apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Respostas avaliadas em ciclos de fermentacio em batelada repetida para
diferentes temperaturas empregando a estirpe Y-904.

Ciclo Tempo de Etanol Glicose Teor Produtividade | Rendimento
Fermentacio Final Residual Alcodlico FEtanol (%)
() (g/L) (g/L) (% VV) (g/L.h)

1 78 138 0 17,5 1,77 90,0

2 78 139 0 17,6 1,78 90,7

g 3 78 141 0 17,9 1,81 92,0

o 4 78 140 0 17,7 1,79 91,3

5 78 140 0 17,7 1,79 91,3

1 72 136 0 17,2 1,89 88,7

2 72 138 0 17,5 1,92 90,0

g 3 72 140 0 17,7 1,94 91,3

o 4 72 139 0 17,6 1,93 90,7

5 72 138 0 17,5 1,92 90,0

- 1 63 139 0 17,6 2,21 90,7

°°: 2 63 140 0 17,7 2,22 91,3
)

- 3 63 139 0 17,6 2,21 90,7

N 4 63 140 0 17,7 2,22 91,3

5 63 137 0 17,4 2,17 89,4

1 52 141 0 17,9 2,67 92,0

2 52 143 0 18,1 2,75 93,3

g: 3 52 142 0 18,0 2,73 92,6

o 4 52 141 0 17,9 2,71 92,0

5 52 141 0 17,9 2,71 92,0

1 44 138 0 17,5 3,14 90,0

2 44 140 0 17,7 3,18 91,3

%O) 3 44 141 0 17,9 3,20 92,0

“ 4 44 139 0 17,6 3,16 90,7

5 44 139 0 17,6 3,16 90,7

Cruz (2015), utilizando a cepa Y-904 e 300 g/l de sacarose no processo batelada
alimentada, obteve teores alcodlicos de 15,0; 17,4 e 15,7 % v/v trabalhando nas temperaturas
de 20, 25 e 32°C, respectivamente.
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Neste trabalho, utilizando a mesma cepa e concentragdo de substrato, obteve-se teor
alcodlico maximo igual a 18 % v/v para a temperatura de 27°C. Nas temperaturas de 20 e
25°C os teores alcoolicos obtidos foram 17,9 e 17,7 % v/v respectivamente. Essa diferenca de
teor alcodlico obtido em relagdo a Cruz (2015), principalmente para as temperaturas iguais
estudadas de 20 e 25°C, utilizando a mesma levedura, pode ser devido ao tipo substrato
utilizando, glicose neste trabalho e sacarose no de Cruz (2015), tipo de conducdo do processo
e ao tempo de fermentagao.

A maior produtividade alcangada foi de 3,2 g/L.h obtida a 30°C, como ja era de se
esperar, devido ao tempo de fermentacdo nesta temperatura ser menor que nas demais
estudadas.

Cruz (2015), nos seus estudos preliminares com a cepa Y-904, trabalhando em
batelada repetida a 20°C e com 189 g/LL de sacarose obteve nos trés primeiro ciclos teor
alcodlico em torno de 11% v/v e rendimentos que foram aumentando gradativamente de
aproximadamente 88% até 93%. A viabilidade ao longo dos ciclos manteve-se constante em
torno de 92%.

Os resultados obtidos no presente trabalho para a temperatura de 20°C, foram
superiores para teor alcoolico, que foi de aproximadamente 18% v/v, visto que a concentragao
de substrato (glicose) utilizada foi maior (300 g/L), o rendimento ficou em torno de 94% ¢ a
viabilidade diminuiu de 97,4 para 90,1% nos trés primeiros ciclos, em relacdo aos resultados
obtidos por Cruz (2015).

A maxima concentragdo de etanol obtida para as temperaturas estudadas variou de
136 a 143 g/L, que corresponde a 17,2 e 18,1 % v/v. Nos cinco ciclos estudados para cada
temperatura, a 27°C a concentragdo de etanol final teve menor oscilagdo, de 141 a 143 g/L, do
que as demais temperaturas.

Um dos fatores que interfere na fermentacdo alcoolica é a temperatura. O aumento
toxico do etanol, aumenta com o aumento da temperatura, devido ao aumento de fluidez da
membrana celular e transporte das substincias toxicas para o interior das células
(PHISALAPHONG et al., 2006; FERNANDES, 2008) e especificamente para Saccharomyces
cerevisiae, na faixa de 12 a 28°C, o efeito toxico do etanol permanece constante ¢ acima disso
aumenta com a temperatura ( AMORIM et al., 1996). Observa-se pela Figura 4.8 que a estirpe
Y-904 segue a premissa acima, o perfil de viabilidade expde que com o aumento da

temperatura a viabilidade dimmui gradativamente.
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Figura 4.8 — Viabilidade final ao longo dos ciclos para as temperaturas de 20, 23, 25,27 ¢
30°C para a estirpe Y-904.

A queda de viabilidade ¢ maior para a temperatura de 30°C, partindo de 95% no fim
do primeiro ciclo e alcangando 70% no fim do quinto ciclo. A menor queda de viabilidade foi
obtida a 20°C com a diferenga de 15% do primeiro para o quinto ciclo.

Estirpes industriais apresentam uma robustez mais elevada relativamente aos
principais estresses que surgem da pratica da fermentagdo VHG (BAI et al, 2008; PEREIRA
et al, 2011). Neste estudo, a viabilidade da levedura Y-904 ao longo das fermentagdes foi
superior ou igual a 70%, mesmo com uma constante exposicdo das células a altas
concentragdes de etanol.

Tonoli (2015), utiizando a cepa Y-904 em ciclos adaptativos com aumento gradual
na concentracdo de aglcares redutores totais, a 28°C, obteve viabilidade constante, em torno
de 85% até o quarto ciclo. Apds este ciclo, a viabilidade cam ciclo apos ciclo, chegando a
aproximadamente 34% no ultimo ciclo (9°). A queda de viabilidade pode estar relacionada ao
aumento da concentracdo de ART no mosto. No ciclo 4, a concentragdo de ART no mosto foi
de 165 g/L, nos demais ciclos a concentracio de ART foi superior a 200 g/L, chegando a
274,5 g/L no ciclo 9. O teor alcodlico maximo obtido foi de 12,7 % v/v, utilizando 260 g/LL de

ART, no ciclo 7 e o rendimento ao longo dos ciclos variou de 61 a 84%.
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4.2.4 Comparaciao dos resultados obtidos para as cepas PE-2, Ethanol Red e
Y-904

A Tabela 4.4 resume os maiores valores de viabilidade e concentragdo de etanol final

obtidos pelas cepas Ethanol Red, Y-904 e PE-2 nas temperaturas estudadas.

Tabela 4.4 — Resumo da viabilidade e concentracao de etanol a diferentes temperaturas para
as cepas Ethanol Red, Y-904 e PE-2

Temperatura Cepas Concentracio de Viabilidade

() etanol (g/L) (%)
Ethanol Red 143 98,3

20 Y-904 141 97,4
PE-2 140 89,0

Ethanol Red 141 97,4

23 Y-904 140 97,1
PE-2 136 87,0

Ethanol Red 143 98,1

25 Y-904 140 96,6
PE-2 136 84,0

Ethanol Red 142 98,0

27 Y-904 143 96,1
PE-2 137 79,0

Ethanol Red 143 97,6

30 Y-904 141 95,0
PE-2 135 76,0

A fermentagdo alcodlica em batelada repetida realizada a diferentes temperaturas
pode ser uma forma de testar a resisténcia das linhagens de levedura. Isso pode entdo ser
usado como um método para determinar a condigdo ideal para a fermentagdo e também um
critério para selecionar rapidamente uma das varias cepas e, ao mesmo tempo, estudar a
resisténcia a temperatura em uma situagdo controlada, isto €, sob condigdes de laboratorio
(LIN et al , 2012).

As linhagens industriais fermentaram eficientemente o monossacarideo, uma vez que
as leveduras sdo organismos glicofilicos. A concentragdo final de etanol para Ethanol Red e
Y-904 obtida em todas as temperaturas estudadas foi a mesma e na faixa de 141 — 143 g/L,
gerando um teor final de etanol proximo de 18 %v/v, muito proximo do previsto pelo
rendimento tedrico de 19,4 %v/v. Os valores obtidos pela estirpe PE-2 foram inferiores,

porém bastante relevantes.
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Segundo Alves (1994), as leveduras quando fermentam em ambientes estressantes
apresentam diminuigdo da viabilidade celular, aumento da formacdo de glicerol e reducdo da
formacdo de biomassa, sendo tais parametros de extrema utilidade para identificagdo de
lnhagens tolerantes a um Unico ou a um conjunto de fatores estressantes.

A mfluéncia da temperatura nos parametros cinéticos deve ser considerada, pois
geralmente quando se trabalha em larga escala ¢ dificil manter uma temperatura constante
durante a fermentacdao alcodlica. O processo € exotérmico e pequenos desvios de temperatura
(2 — 4°C) podem desviar o processo das condicdes operacionais ideais. Além disso, o
conhecimento sobre o efeito da temperatura na cinética de fermentacdo do etanol pode ser util
em estratégias de otimizagdo de processos (ATALA et al., 2001).

Houve pouca variagdo da viabilidade celular entre as estirpes Ethanol Red e Y-904,
a PE-2 foi a que apresentou maior sensibilidade ao estresse fermentativo em todas as
temperaturas estudadas, sendo esse estresse mais evidente na temperatura de 30°C.

As cepas Ethanol Red e Y-904 demonstraram comportamento semelhantes na
producao de etanol e viabilidade final, no estudo realizado em processos sucessivos de
fermentagdo em batelada repetida com reciclagem de células. Sendo assim, a cepa Y-904 foi a
escolhida para dar continuidade nos estudos dos experimentos seguintes, por dispor de maior
quantidade no laboratoério em que a pesquisa foi realizada.

E importante lembrar que no reciclo celular nas destilarias brasileiras, o mosto é
centrifigado, o leite de levedura obtido ¢ diuido com dgua e tratado com é&cido sulfirico,
havendo ai uma eliminacdo de contaminantes e leveduras mortas. No desenvolvimento do
presente trabalho, apds o térmmno das fermentagdes, a levedura recuperada foi reutilizada sem

nenhum tratamento. Possivelmente se fosse tratada, poderia ser utilizada uma safra mteira.
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43 ANALISE DA INFLUENCIA CONJUNTA DA TEMPERATURA,
CONCENTRACOES DE SUBSTRATO E CELULA

4.3.1 Caracterizacdo do caldo e melaco de cana-de-acucar
Para os experimentos do delineamento composto central foram empregados como
fonte de acucar, melagco e caldo-de-cana que foram caracterizados em termos de concentragdo

de sais, conforme apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 - Composicdes minerais do caldo e melago de cana-de-agtcar

Mineral Caldo-de-cana BP Melaco BP
ppm (mg/L) ppm (mg/L)
Célcio 136 528
Cobre 0,1 42
Ferro 4 43
Fosforo 38 655
Magnésio 128 1054
Manganés 1,1 11
Nitrogénio Total 3393 3331
Potéssio 246 3090
Zinco 0,9 43

O caldo cont¢ém a agua, ou seja, a umidade da cana, e os solidos soliveis totais, que
correspondem aos agucares € nao agucares. Os solidos soliveis sdo classificados em agucares,
sendo esses a sacarose, a glicose e a frutose, compostos organicos e materiais inorganicos. A
medida dos solidos soliveis ¢ denominada °Brix.

A concentragdo de agtcares redutores totais obtidos no melago ¢ caldo de cana foram
de 718,5¢ 125,5 g/L respectivamente.

Os compostos inorganicos encontrados no caldo e melago de cana sdo fosforo,
enxofre, calcio, magnésio, potassio, zinco, manganés, cobre, ferro, cobalto, iodo e outros
elementos em quantidades diminutas, sendo todos necessdrios para suprir as necessidades
nutricionais das leveduras durante o processo de fermentagdo alcodlica industrial,
influenciando na multiplicagdo e crescimento celular ¢ na eficiéncia de transformagdo de

actcar em alcool (SANTOS, 2008).



Capitulo 4 — Resultados e Discussdo 68

A Tabela 4.6 apresenta as concentracdes dos principais nutrientes minerais para uma
boa fermentacdo alcoolica, descritas por Amorim (1977). Tais nutrientes podem ja estar
presentes no mosto, sendo desnecessdrias adicdes. Entretanto, podem ocorrer teores

nadequados e deficiéncia de alguns e concentracdes excessivas de outros (LIMA et al,
2001).

Tabela 4.6 — Concentragdes de nutrientes minerais no mosto para se obter adequada
fermentacao alcoolica. Fonte: AMORIM, 1977

Nutri¢do Mineral Concentraciao (mg/L) Nutri¢do mineral Concentracao (mg/L)
NH4* 40 — 5900 Co™* 3,5
P 62 — 560 Zn*t 0,5 -10
K* 700 — 800 Cu** 7
Ca*t 120 Mn** 10 - 33
Mgt 70 — 200 Fe*™* 0,2
SO4” 7 —280 Na* 200

O ion de magnésio estd sendo muito estudado como atenuantes dos efeitos nocivos
de estresse, principalmente o estresse térmico e etandlico, em leveduras S. Cerevisiae. Porém,
Monaco (2007), utilizando a cepa Y-904 cultivadas em meio a base de caldo de cana-de-
agucar, enriquecidos ou ndo com magnésio, obteve respostas semelhantes para os estresses
térmicos e etandlico, conclundo que o magnésio suplementado ndo promove protegdo
adicional as células de levedura sob as condigdes de estresse, isso porque, provavelmente a
quantidade de magnésio naturalmente disponivel no caldo de cana ¢ suficiente para a protecdo
das células.

Segundo Fernandes (2003), a composicdo do caldo sofre variabilidade quantitativa e
qualitativa, tanto entre locais de cultivo como entre as variedades de cana.

De acordo com os dados encontrados na literatura, as concentragdes obtidas na
caracterizagdo do caldo e melago utilizados neste trabalho estdo dentro da faixa esperada, com
quantidades suficientes para suprir as necessidades nutricionais de crescimento, metabolismo
e fisiologia das células de leveduras, sendo assim, ndo houve necessidade de acréscimo de

minerais.
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4.3.2 Estudo da influéncia conjunta da temperatura, concentracoes de substrato

e célula

A Tabela 4.7 apresenta os valores codificados e reais das variaveis de estudo e as
respostas concentracdo de agucar residual, rendimento percentual getanol/garT, concentragdo de
etanol e produtividade de etanol, todas estas variaveis foram analisadas durante 30 horas de
processo fermentativo. O tempo de enchimento do reator batelada alimentada foi de 5 horas

para todos os experimentos e o pH do caldo foi ajustado em 4,5.

Tabela 4.7 - Variaveis utilizadas no DCCR e suas respostas em 30 horas de fermentagao

Valor real (Valor codificado)

Experimentos T°C So g/L Xo % Vv A(;}'lcar Ren(iimento Coclllec?tl;;z‘iﬁo Produtividade
(X1) (X2) (X3) re(sg 1/(;13211 (%) (/L) (etano/L.h)
1 23 (-1 270 (-1) 8(-1) 84.3 68.9 95.0 3.17
2 23 (-1 270 (-1) 14 (+1) 64.3 76.1 105.0 3.50
3 27 (+1) 270 (-1) 8(-1) 33.1 79.0 109.0 3.63
4 27 (+1) 270 (-1) 14 (+1) 5.8 92.8 128.0 427
5 23 (-1 350 (+1) 8 (-1 112.4 65.4 117.0 3.90
6 23 (-1) 350 (+1) 14 (+1) 101 71.0 127.0 423
7 27 (+1) 350 (+1) 8 (-1 110 68.2 122.0 4.07
8 27 (+1) 350 (+1) 14 (+1) 9.9 923 165.0 5.50
9 25 (0) 2427 (-a) 11 (0) 0.5 91.9 114.0 3.80
10 25 (0) 3773 (+a) 11 (0) 106.2 71.6 138.0 4.60
11 21.6 (-a) 310 (0) 11 (0) 79.4 73.9 117.0 3.90
12 28.3(+ar) 310 (0) 11 (0) 929 85.9 136.0 4.53
13 25 (0) 310 (0) 5.95 (-a) 101 66.9 106.0 3.53
14 25 (0) 310 (0) 16 (+a) 9.9 922 146.0 4,87
15 (C) 25 (0) 310 (0) 11 (0) 212 90.3 143.0 4.77
16 (C) 25 (0) 310 (0) 11 (0) 18.1 88.4 140.0 4.67
17 (O 25 (0) 310 (0) 11 (0) 19.7 89.6 142.0 4.73

Para analisar os dados apresentados na Tabela 4.7, utilizou-se uma probabilidade de
rejeicdo de 10% para a hipdtese nula no teste ¢ de Student para as seguntes varidveis

independentes: temperatura (T), concentragdes celular (Xo) e de substrato no reator (So).
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Observa-se na Tabela 4.7 que no tempo igual a 30 horas propostas de fermentagdo, a
concentragdo de aglcar residual variou de 0,50 g/L. (experimento 9) a 112,40 gL
(experimento 5), o rendimento variou de 65,4% (experimento 5) a 92,8% (experimento 4).

A concentracdo de etanol e produtividade de etanol esteve entre 95 g/L e 3,17
getanol/L.h (experimento 1) e 165,0 gL e 5,50 getano/L.h (experimento 8), respectivamente. E
interessante notar que os experimentos 1 e 8, representam os experimentos em que todas as
variaveis sdo pontos dos niveis inferiores e superiores do delineamento, respectivamente.
Logo para estes experimentos foram obtidos os menores (Experimento 1) e maiores
(Experimento 8) resultados de todo delineamento composto central.

Verifica-se também que os pontos centrais apresentaram uma pequena variacdo em
todas as respostas da triplicata indicando uma boa repetibilidade do processo.

As Equagdes (4.1) e (4.2), descrevem os modelos empiricos ajustados para
concentragdo de etanol e produtividade, respectivamente, em relagdo as variaveis testadas. Os
parametros ndo significativos, que puderam ser desprezados para o nivel de significancia
adotado, foram: interagdes entre as variaveis T € So e So e Xo, em que a varidvel So ndo
exerceu influéncia significativa sobre a concentracdo de etanol e produtividade por interagdes
com as outras varidveis. Para essas equacgdes, os coeficientes de determinagdo (R?) foram
ambos iguais a 0,93. Este resultado indica que 93% dos dados experimentais se encaixam nos

modelos apresentados nas Equacdes (4.1) e (4.2).

Coang = 141,886 + 8,079X, —6,226X? +9,836X, —6,461X2+10,899X; — 6,499X2+5,250X, X,

etanol

4.1)

Pr., = 4,730 + 0,269X, —0,208X> +0,328X, —0,215X2 +0,364X; —0,217X2 +0,176X, X,

tanol

4.2)

Os valores positivos para os coeficientes de Xi, X2 e X3 nas equagdes (4.1) e (4.2)
indicam que, quando a fermentagdo ¢ realizada em valores mais altos de temperatura,
concentracao de substrato ¢ de células, a concentragdo de etanol e a produtividade aumentam.
Este resultado ¢ exemplificado comparando as experimentos 1 e 8 listados na Tabela 4.7. Ao
relacionar os experimentos 7 ¢ 8, em que, a concentracao de substrato no reator corresponde a

350 g/L e a temperatura a 27°C, diferindo somente na concentracdo de células no reator para
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os dois experimentos, o experimento 8 em que a concentragdo foi de 14 % resultou na maior
concentracdo de etanol e produtividlade do delineamento composto central, no valor de 165
g/l que corresponde a aproximadamente 21 % v/v e 5,50 g/L.h em produtividade de etanol,
comprovando a influéncia da alta concentragdo celular na produgdo de etanol utilizando a
tecnologia VHG.

Analisando os coeficientes das varidveis X1, X2 e X3 nas equagdes 4.1 e 4.2 verifica-
se que a variavel que mais influenciou nas respostas produtividade e concentragdo de etanol
foi a concentragdo celular.

Por se tratar de um delineamento que visa otimizar trés varidveis de processo, as
variaveis serdo apresentadas graficamente duas a duas junto a resposta avaliada.

Sendo assim, as Figura 4.9, 4.10 e 4.11 ilustram as superficies de resposta e curvas

de contorno para a resposta concentragdo de etanol em fungdo de T e So; T e Xo; e So e Xo,

respectivamente.
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Figura 4.9 — Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta concentragdo de
etanol em fungdo da concentragdo de substrato e da temperatura
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Figura 4.10 — Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta concentracdo de
etanol em funcdo da concentragdo celular e da temperatura
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Figura 4.11 — Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta concentracdo de
etanol em fungdo da concentragdo celular e da concentragdo de substrato

Analisando as curvas de contorno das Figuras 4.9, 4.10 e 4.11 definiu-se as faixa de

temperatura, concentragdes de substrato e celular que maximiza a concentragdo final de
etanol.

A curva de contorno que representa o efeito da temperatura em sinergismo com a
concentragdo de substrato (Figura 4.9) indica uma faixa aproximada de 24 a 28°C para a
maximizagdo da resposta em questdo. O efeito combinado da temperatura com a concentragao

celular (Figura 4.10) indica uma faixa de 25 a 29°C. Portanto, a faixa de temperatura que
satisfaz ambos os efeitos combinados, esta entre 25 e 28°C.
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A mesma analise foi feita para concentracdo de substrato e concentracdo celular.
Através das Figuras 4.9 e 4.11 a faixa de concentracio de substrato que maximiza a
concentracdo de etanol esta entre 300 e 377,3 g/L para ambos os efeitos combinados. E a
partir das Figuras 4.10 e 4.11 as faixas de concentracdo celular obtidas foram 12 a 16% e 10 a
16% respectivamente. Sendo assim a faixa que satisfaz os efeitos combinados foi de 12 a

16%.

O experimento que obteve-se a maior concentracdo de etanol foi o 8, em que a
concentracdo de substrato foi de 350 g/l e 14%, sendo estes, valores intermediarios das faixas

obtidas para concentracdo de substrato e celular pela andlise conjunta dos efeitos combinados.

As Figura 4.12, 4.13 e 4.14 ilustram as superficies de resposta e curvas de contorno

para a resposta produtividade em funcdo de T e So; T e Xo; e So e Xo, respectivamente.
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Figura 4.12 — Superficie de resposta e curva de contorno para a produtividade em funcao da
concentracao de substrato e temperatura
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Figura 4.13 — Superficie de resposta e curva de contorno para a produtividade em fungcdo da
concentracao celular e temperatura
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Figura 4.14 — Superficie de resposta e curva de contorno para a produtividade em fungdo da
concentracdo celular e concentragdo de substrato

A resposta produtividade estd diretamente ligada com a resposta concentracdo de
etanol, sendo assim, as faixas de temperatura e concentragdes de substrato e celular que
maximizam essa resposta foram as mesmas obtidas para concentracdo de etanol

Cruz et al. (2018) em seu experimento realizado com a cepa Y-904 a 26°C com 240
g/ de sacarose como substrato e 35 g/L de células adaptadas a temperatura de 4°C por duas

vezes consecutivas, obteve rendimento de 93%, teor alcoodlico de 14,4 % v/v e produtividade
de 6 g/L.h em 19 horas de processo fermentativo.
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O experimento deste trabalho que mais se aproxima ao realizado por Cruz e
colaboradores (2018) foi o experimento 9 da Tabela 4.7, onde as condigdes foram 25°C a
temperatura, 242,7 g/ concentragdo de substrato e¢ 11% a concentracdo de células que
equivale a aproximadamente 32 g/L. Os resultados obtidos foram bastante semelhantes em
rendimento (92%) e teor alcodlico 14,4 % v/v, porém a produtividade foi de 3,8 g/L.h devido
o tempo de fermentacdo ter sido de 30 horas.

Os possiveis motivos para essa diferenca de produtividade se deve a utilizagdo de
caldo e melago de cana-de-actcar neste trabalho e a adaptacdo da levedura a 4°C por Cruz et
al. (2018) que ocasionou na redugdo do tempo de fermentacao drasticamente.

O presente trabalho estd focado na alta producdao de etanol usando meios com alto
teor de acUcar, o que leva a fermentacdes prolongadas, na faixa de 30 a 78 horas dependendo
da temperatura, resultando consequentemente numa diminui¢do na produtividade do etanol.

Nota-se que para uma maior produtividade, se faz necessdrio maiores concentragdes
celular, o qual fica claro a influéncia da varidvel X3 como evidenciado tanto na Equacdo 4.2
quanto na Equacdo 4.1. Os maiores valores de produtividade obtidos neste DCCR foram os
que utilizaram maiores concentracdes de células, 14 e 16%, nos experimentos 8 e 14,
detalhados na Tabela 4.7.

As equagdes (4.3) e (4.4), descrevem os modelos empiricos ajustados para o
rendimento e concentragdo de acucar residual, respectivamente, em relagdo as varidveis
testadas. Para essas equagdes, os coeficientes de determina¢do (R?) foram ambos iguais a 0,92
e 0,91. Estes resultados indicam que 92 e 91% dos resultados experimentais se encaixam nos

modelos apresentados nas Equacdes (4.3) e (4.4), respectivamente.

Yp5 =89,601+5,123X, —4,033X7 —3,957X, —3,400X3 +6,789X, —4,207X3 +3,122X,X,
(4.3)

Cr =18,873-23,222X, +11,374X7 +23,690X, +14,587X3 —22,763X, +15,444X3 —12,000X, X,
4.4)
Analisando os coeficientes das varidveis Xi, X2 e X3 nas equagdes 4.3 e 4.4 verifica-

se que para a resposta rendimento a variavel com maior nfluéncia foi a concentragdo celular

seguida pela temperatura e pela concentragdo de substrato. Sendo que as varidveis
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concentracdo celular e temperatura influenciaram positivamente € a concentracdo de substrato
negativamente. Como esperado, a variavel que mais influenciou o aumento da concentragdo
de acgtcar residual foi a concentragdo de substrato. J4 a temperatura e concentracdo celular
influenciaram de forma positiva, ou seja, o aumento dessas varidveis, diminui o agucar
residual.

As Figuras 4.15, 4.16 e 4.17 ilustram as superficies de resposta e curvas de contorno

para a resposta rendimento em funcdo de T e So; T e Xo; e So e Xo, respectivamente.
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Figura 4.15 — Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta rendimento em
fungdo da concentragdo de substrato e da temperatura
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Figura 4.16 — Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta rendimento em
funcdo da concentragdo celular e da temperatura
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Figura 4.17 — Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta rendimento em
funcdo da concentracdo celular e da concentracao de substrato

O smal positivo dos coeficientes T e Xo na Equacdo 4.3 indica que maiores
temperaturas e concentragcdes de células contribuem para um aumento do rendimento na
producdo de etanol. A Tabela 4.7 confirma a mnterpretagdo dada ao modelo, deixando evidente
que maiores temperaturas (T) e maiores concentragdes celulares (Xo) produzem maiores
rendimentos, conforme se pode verificar pelos experimentos 1 ¢ 4.

O efeito combinado da concentragdo de substrato e temperatura (Figura 4.15)
indicam uma faixa de 240 a 320 g/L para concentracdo de substrato e de 24 a 28°C para a
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temperatura, que maximizam o rendimento. Na Figura 4.17, a faixa para concentracdo de
substrato ¢ de 260 a 320 g/L e na Figura 4.16 a faixa de temperatura esta entre 25 a 29°C que
maximiza essa mesma resposta. Portanto, a faixa de concentracdo de substrato que satisfaz
ambos os efeitos combinados estd entre 260 — 320 g/L, e a faixa de temperatura estd entre 25 e
28°C.

Da mesma forma para a concentracdo celular, a partir das curvas de contorno das
Figuras 4.16 e 4.17, definiu-se a faixa de concentracdo celular que maximiza o rendimento na
regido experimental trabalhada. A faixa aproximada de concentra¢do celular correspondente
ao maximo rendimento estd entre 11 a 16%.

As Figura 4.18, 4.19 e 4.20 ilustram as superficies de resposta e curvas de contorno

para a resposta agucar residual em funcdo de Te So; So e Xo,e T e Xo; respectivamente.
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Figura 4.18 — Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta agucar residual em
fungdo da concentragdo de substrato e da temperatura
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Figura 4.19 — Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta agucar residual em
funcdo da concentragdo celular e da concentragcao de substrato

A curva de contorno que representa o efeito da concentracdo de substrato em
sinergismo com a temperatura (Figura 4.18) indica uma faixa aproximada da concentracdo de
substrato de 240 a 300 g/ para a minimizacdo da resposta concentracdo de acgucar residual. Ja
o efeito combmado da concentragdo de substrato e da concentragdo celular (Figura 4.19)
indica uma faixa de 260 a 310 g/L dessa mesma variavel. Portanto, a faixa de concentracdao de

substrato que satisfaz ambos os efeitos combinados, para minimizagio da concentracdo de

acucar residual deve estar entre 260 ¢ 300 g/L.

Observa-se que os experimentos em que se obteve maiores rendimentos proximos de

92% (Experimentos 4, 8, 9 e 14) foram aqueles em que o agucar residual foi baixo e variou de
0,5a29,9 g/L.
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Figura 4.20 — Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta agucar residual em
fungdo da concentragdo celular e da temperatura

Para a varidvel concentragdo de agucar residual, maiores valores de temperatura e
concentracdo celular levam a uma menor concentragdo de agucar no final do processo de
fermentacdo conforme pode ser verificado pelos experimentos 1 e 3; 5 e 7 da Tabela 4.7,
concordando com os resultados para a variavel rendimento em que uma menor concentragao
de substrato corresponde a um maior rendimento.

A concentracdo de acucar residual diminui consideravelmente ao aumentar a
temperatura de fermentagcdo, como observado nos experimentos 2 € 4 em que o aumento de
temperatura de 23 para 27°C reduz o aglcar residual de 64,3 para 5,8 g/L e aumenta o
rendimento de 76,1 para 92,8%. O mesmo acontece nos experimentos 1 e 3, porém, a reducao
foi menor devido a concentracao de células ter sido mais baixa.

O sinal negativo na Equagdo 4.4 para temperatura e concentracdo celular indica que
maiores temperaturas e concentracdes de células contribuem para uma diminuicdo do agucar
residual na produgdo de etanol.

O efeito combmnado da concentragdo celular e da temperatura (Figura 4.20), indica
que a faixa de concentracdo celular deve ser igual a 13 e 16% e a temperatura esta entre 27°C
e o limite de temperatura estudada, 28,3°C, para que a concentracdo residual de acucares seja

0 mais proximo de zero.

Fazendo essa mesma andlise nas Figuras 4.18 e 4.19 para encontrarmos a faixa de

temperatura ¢ concentragdo celular que minimize o agucar residual na fermentacdo, obteve-se

a faixa de 26 a 29°C para temperatura e de 11 a 15% para concentragdo celular.
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Buscando-se uma faixa que satisfaca ambos os efeitos combmados, pode-se afirmar
que, para minimizagdo do agtcar residual a faixa da temperatura estd entre 26 ¢ 29°C e a da
concentracao celular entre 13 e 15%.

Pela andlise das superficies de resposta e curvas de contorno, concluiu-se que para
maximizarmos as respostas estudadas rendimento, concentragdo de etanol e produtividade e
minimizarmos a concentracdo de acucar residual, a concentracdo celular deve ser alta para
atender a todas as respostas, estando assim entre 13 e 15%. A temperatura que otimiza a
resposta rendimento deve estar entre 25 e 28°C, mesma faixa que garante uma produtividade
maxima ¢ o minimo de agucar residual A mesma andlise foi feita para concentragdo de
substrato, a faixa que maximizou a produtividade e concentragdo de etanol foi de 300 g/L até
o limite estudado de 377,3 g/L, a faixa que maximizou o rendimento ficou entre 260 e 320 g/L
e finalmente a faixa que minimizou a concentracdo de agucar residual ficou entre 260 ¢ 300
g/L. Sendo assim a concentragdo de substrato obtida que satisfaz simultaneamente a todas as
respostas estudadas foi de 300 g/L.

Para validar o modelo para a concentragdo de etanol, produtividade, concentracdo de
acucar residual e rendimento, os valores 6timos de temperatura, concentragdo de substrato e
de células foram calculados aplicando o algoritmo gerado usando Software Maple 9.5.
otimizacdo do ponto Otimo, que maximiza as respostas concentracao de etanol, produtividade

e rendimento e minimiza acucar residual, estdo apresentados na Tabela 4.8.

Tabela 4.8 — Otimizagdo do ponto 6timo

Temperatura Concentracdo Concentracio de

°O) de células (%) substrato (g/L)
Concentracio de etanol (g/L) 28 14,5 359,7
Produtividade (g/L.h) 28 14,5 359,7
Rendimento (%) 2772 14,5 273,6
Acucar residual (g/L) 28,5 14,8 286,6

As melhores condicdes para a maximizagdo da concentracdo de etanol e
produtividade  ocorreram nas seguintes condicdes de operagdo: temperatura = 28°C,
concentracdo de substrato = 359,7 g/L e concentragdo celular = 16 %. Para a resposta
rendimento, as condigdes para maximizagdo foram: temperatura = 27,2°C, concentragdo de

substrato = 273,6 g/L e concentracdo celular = 14,5 %. Ja as melhores condicdes para
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minimizagdo da concentragdo de aglcar residual no final da fermentacdo foram: temperatura
= 28,5°C, concentragcdo de substrato = 286,6 g/L e concentracdo celular = 14,8 %.

O ponto otimo gerado para definicdo da validagdo, foram diferentes para as quatro
respostas estudadas, portanto, foi feito a sele¢do de um ponto dentro das faixas obtidas pela
analise estatistica.

Visando uma maior confiabilidade das faixas obtidas foi realizado um estudo
estatistico utilizando o software Maple Release 9.5 em que serdo apresentadas as trés
variaveis de processo estudadas graficamente duas a duas junto a todas as respostas avaliadas

como mostram as Figuras 4.21, 4.22 ¢ 4.23.

29
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Figura 4.21 — Temperatura (° C) versus Concentragdo celular (%) da regido Otima para as
respostas Concentracdo de etanol ==, Produtividade ==, Rendimento e Acucar residual —
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Figura 4.22 — Temperatura (° C) versus Concentracdo de substrato (g/L) da regido 6tima para
as respostas Concentracdo de etanol ==, Produtividade ==, Rendimento e Agucar
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Figura 4.23 — Concentragdo celular (%) versus Concentracio de substrato (g/L) da regido
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Pela andlise das curvas, concluu-se que para maximizarmos as respostas estudadas
rendimento e produtividlade e minimizarmos a concentragdo de agucar residual, a faixa de
temperatura estd entre 25,5 e 27°C, a concentragdo celular entre 12 ¢ 15% e a concentragdo
de substrato entre 300 e 320 g/L.

Como a concentracdo celular ndo ¢ um entrave econdmico para uma fermentacdo
alcodlica, optou-se por trabalhar com o limite superior de ambas as faixas obtidas nos
softwares Statistica e Maple Release, que foi de 15% de células na tentativa de maximizar as
respostas rendimento e produtividade e minimizar a concentracdo de agucar residual.

Fazendo essa mesma andlise para concentragao de substrato, a concentragdo de 300
g/L é a que atende ambas as faixas obtidas nos softwares.

A temperatura que atende tanto a faixa obtida pelas curvas de contorno do software
Statistica ¢ do Maple Release foi a temperatura de 27°C. Essa também ¢ a temperatura
mtermedidria que resultou em altos valores de teor alcodlico obtido com a estirpe Y-904
trabalhando com processos sucessivos de fermentacdo em batelada repetida.

Portanto, as condicdes para realizagdo dos experimentos para validagdo foram
definidas baseando-se nas faixas de interesse, para as respostas avaliadas na literatura (CRUZ
et al, 2018) e considerando-se os critérios técnicos € econdomicos. Pela andlise das curvas de
contorno, definu-se como condigdo a ser reproduzida experimentalmente: concentragao

celular 15% v/v, concentracdo de substrato de 300 g/LL e temperatura de 27°C.

4.3.3 Experimento de validaciao

O principal objetivo desta etapa foi verificar se empregando o ponto escolhido dentro
da faixa indicada pela andlise das superficies de resposta do delineamento composto central,
para as variaveis estudadas, as respostas obtidas seriam satisfatorias.

Na Figura 4.24 pode-se observar os perfis de consumo de agucares, produgcdo de
etanol e crescimento celular em fungdo do tempo, apds o tempo de enchimento do reator (5
horas), para a condicdo maxima obtida pela andlise das superficies de resposta (15% v/v de
células, concentracao de substrato de 300 g/L e temperatura de 27°C). Obteve-se no tempo
final de fermentagdo de 31 horas um rendimento de 90%, produtividade de 4,42 getanol/L.h,
teor alcodlico de 16,8°GL, com o consumo total de todo o substrato, como apresentado na

Tabela 4.7.
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Figura 4.24 — Perfis de concentragdo de etanol —®—, concentracdo celular —&— e substrato —=-
em funcdo do tempo para o experimento de validagao

Obtendo as equagdes em termos das varidveis ndo codificadas e substituindo os
valores de temperatura, concentracdo de substrato e celular (27°C, 300 g/L e 15% ) obtidos no

DCCR para o ponto de validagdo, obtem-se os valores preditos pelo modelo de acordo com a
Tabela 4.9.

Tabela 4.9 — Validagdo do ponto obtido no DCCR

Modelo Experimental Erro (%)
Concentrac¢ao de etanol (g/L) 146,7 135 797
Produtividade (g/L.h) 4,86 442 9,05
Rendimento (%) 923 90 2,49
Acucar residual (g/L) 0 0 0

Estes resultados mostram que as equacdes de otimizagdo fornecidas pelo
delineamento composto central conseguiram descrever bem o comportamento do processo de
fermentacdo, indicando uma boa concordancia entre os valores experimentais e previstos pelo

modelo, validando-o desta forma com erro de até 9,05%.
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44 FERMENTACAO VHG EM BATELADA REPETIDA COM ESTIRPE
FLOCULANTE FL-20

O procedimento de realizacdo deste experimento estd descrito no subitem 3.2.1 desta
tese. As fermentagdes foram realizadas a 30°C com meio otimizado por Pereira et al., (2010),
contendo concentragdo de 300 g/LL de glicose.

O tempo de fermentagdo definido de 47 horas, foi baseado nos resultados obtidos por
Gomes et al., (2012), utilizando a mesma estirpe.

O desempenho da linhagem recombinante FL-20 ao longo de 8 ciclos estd resumido
na Tabela 4.10 e os perfis de concentragdo de etanol, glicose residual e viabilidade sdo

apresentados na Figura 4.25.

Tabela 4.10 - Parametros cinéticos de fermentacdo da estirpe floculante FL-20 em um sistema de
repeticao de lotes realizado em frascos agitados durante 8 ciclos.

Ciclo Tempo de Concentracio Teor Glicose Produtividade Viabilidade Rendimento

fe rme ntacao de etanol  Alcooélico Residual (g/L.h) Final (%) (%)
(h) @L) % (/V) (gL)

1 47 130,0 16,5 0 2,77 86,1 85,7
2 47 123,8 15,7 0 2,63 78,0 81,6
3 47 123,6 15,7 0 2,63 65,3 81,4
4 47 119,5 15,1 13,3 2,54 41,3 78,8
5 47 118,8 15,0 224 2,53 26,2 783
6 47 117,1 14,8 26,8 2,49 20,1 77,1
7 47 118,2 15,0 33,6 2,51 184 779
8 47 1014 12,8 514 2,16 10,5 66,8

Os valores de etanol obtidos ao longo dos ciclos sugerem uma eficiéncia e cinética
de fermentacdo similar durante os primeiros 3 ciclos. No 4° ciclo, uma redugdo na taxa do
consumo de glicose foi observada. Uma possivel explicacdo pode ser a viabilidade reduzida
das células, significando menos células fermentando. A partir do 4° ciclo a glicose ndo foi
totalmente consumida nas fermentagdes, gerando um residual de glicose (13 - 51 g/L).

A concentragdo final de etanol e a viabilidade obtidas nesta etapa do trabalho foram
semelhantes aquelas obtidas com a estirpe PE-2 durante 15 ciclos de batelada com a levedura
recuperada por centrifigacdo por Pererra et al. (2012).

No trabalho de Pereira e colaboradores (2012), nos primeiros cinco ciclos de
fermentacdo, quase toda a glicose foi consumida (< 17 g/L), utiizando 343 g/L de glicose

micial, permitindo a producdo de altos niveis de etanol de 17% v/v com rendimentos de etanol
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de 78 - 82%. Além disso, a produtividade variou de 3,45 a 4,59 g/L.h e a viabilidade cawu de
89 para 23%.
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Figura 4.25 — Desempenho da cepa FL-20 em fungdo de 8 ciclos fermentativo.

No presente trabalho o residual de agucar foi de aproximadamente 13 e 22 g/L no 4°
e 5° ciclo respectivamente, a concentracdo maxima obtida de 16% v/v com rendimentos de
etanol de 78 - 85,7%, produtividade de 2,6 = 0,1 g/L.h e viabilidade caindo de 86 para 26% ao
longo dos 5 primeiros ciclos.

Gomes et al. (2012), utilizando a mesma estirpe em fermentagdes durante 5 ciclos de
bateladas repetidas, obteve também resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho. Em 47
horas de fermentagdo para cada ciclo, a produtividade variou de 3,2 a 22 g /Lh e a
viabilidade caiu de 61 para 20%.

Utilizando a estirpe recombinante FL-20, em batelada repetida o sistema de producao
de etanol foi simplificado devido a habilidade de floculacdo das células, eliminando assim a
etapa de centrifugacdo, consequentemente reduzindo os custos, como o de consumo de
energia.

Além disso, as populacdes de leveduras podem se tornar mais robustas em tal tipo de
operagdo quando comparado a um sistema com Unico ciclo, pois o ndculo ja esta

fisiologicamente adaptado, do ciclo anterior, ao ambiente de estresse da fermentagdo. De
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maneira natural, as células com maior tolerancia ao estresse serdo aquelas que originardo
novas células, de um ciclo a outro.

Li et al. (2009), realizaram fermentagdes em batelada repetida utilizando uma cepa
industrial auto-floculante desenvolvida para a producdo de etanol combustivel a partir de
fermentacdes VHG. Os flocos de levedura eram recuperados por sedimentacdo no final da
fermentacdo anterior e reutilizados no ciclo seguinte, a alta concentragdo de células de
levedura foi mantida dentro do sistema de fermentagdo. Foram realizados 10 ciclos
consecutivos de fermentacdo, a 30°C com concentragdo de glicose de 255 g/L. Obteve-se uma
concentracdo média de 120 g/L de etanol com tempos curtos de fermentagdo variando de 8 a
14 horas nos ciclos. A viabilidade variou de 97,86% no primeiro ciclo a 78,35% no tltimo.

Os resultados de Li e colaboradores (2009), foram superiores aos obtidos nesta tese,
tanto em termos de rendimento em relagdo ao teodrico que ficou em torno de 92%, e a média
obtida obtida neste trabalho em torno de 78%, quanto na viabilidade final do ultimo ciclo que
foi de 78,35%, e a obtida neste trabalho de 10,5% . Além do tempo dos ciclos terem sido em

média 5 vezes menor que os tempos de realizagdo dos ciclos desta tese.

4.5 FERMENTACAO VHG EM REATOR AIR-LIFT COM FL-20
Perfis de consumo de glicose, producdo de etanol e concentragdo celular sdo
apresentados na Figura 4.26. Inicialmente o reator foi operado em batelada (68 horas), quando

o0 agucar residual ficou proximo de zero, e posteriormente em continuo.
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Figura 4.26 — Perfis de concentragdo de etanol —*-, concentragdo celular —&— ¢ glicose
residual —®- em fungdo do tempo de operagdo no air-lift

A maxima concentracdo de etanol obtida foi de 123 g/l quando o reator ainda estava
trabalhando em batelada. Observou-se que uma maxima concentracdo de células, 38 g/L, foi
alcancada em torno de 68 horas de fermentagcdo, correspondente a fase final do reator
operando em batelada. Nos experimentos realizados em batelada alimentada com a estirpe
FL-20, nos trés primeiros ciclos em que toda a glicose foi consumida, obteve-se concentracao
de etanol de 130 e 123 g/L, valor semelhante ao obtido no reator air-lift quando operado em
batelada.

A concentracdo celular quando o reator opera em continuo foi consideravelmente
menor (entre 23 e 33 g/L) comparativamente a primeira fase em batelada, que poderia ser
causada por um maior crescimento celular que ocorre na primera fase, uma relagdo ja
relatada por Devantier et al. (2005). Outra explicagdo pode ser o fato de que as células no
micio da fermentagdo vieram de um pré-crescimento (indculo), sendo coletadas no inicio do
periodo estacionario, final da fase de crescimento, o ponto onde os compostos de

armazenamento S30 MAXIMOS.
A producdo continua de etanol por S. cerevisiae sob condicdes VHG ja foi relatada

por Bai et al. (2004b). O meio VHG continha 280 g/L. de glicose (complementado com 5 g/L.
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de extrato de levedura e 3 g/ de peptona) alimentado a uma taxa de diluicdo de 0,012 h!
(para garantr mais de 90% de conversdo de glicose) os autores alcangaram concentragdes
médias de etanol de 15,8 % v/v durante 2 meses de operacdo com temperatura constante de
30°C. Foi observado oscilagdes de glicose residual, etanol e biomassa durante a fermentagdo
continua.

Pacheco (2010), utilizando um reator tipo torre com escoamento ascendente e
recirculagdo externa concluiu que a concentragdo celular no moculo foi a variavel que mais
afetou as respostas rendimento e produtividade. Um aumento na concentragdo celular no
moculo provocam um aumento no rendimento e na produtividade, e diminui os niveis
residuais de sacarose.

Os dados experimentais obtidos nesta etapa desta tese, demonstraram claramente que
as concentragdes de glicose residual, etanol e biomassa variaram. Essas variaveis do processo
ndo puderam ser mantidas em seus estados estacionarios, embora os parametros operacionais,
mclundo a taxa de diluigdo e composicdo do meio, temperatura e valores de pH, foram
precisamente controlados para ser estavel. Para o reator air-lift, operando em continuo, as
variagoes de glicose residual, etanol e biomassa estavam entre 8 ¢ 49 g/[, 90 e 114 gL e 22 a
38g de massa seca, respectivamente. Nota-se que ndo foi possivel aumentar a concentragdo de
células significantemente, logo o residual de glicose também foi alto. A produtividade
alcancada utilizando a cepa FL-20 foi de 2,77 g/L.h para fermentacdes VHG em batelada
repetida em frascos agitados e 1,9 g/L..h no reator air-lift.

Ghorbani et al. (2011), estudaram a produgdo contihua de etanol por levedura
immobilizada em alginato de sddio. Os resultados indicaram que a imobilizagdo de S. cerevisiae
ndo pode ser realizada em altas concentragdes de agucar, além de ndo ter gerado alta
produtividade de etanol durante a fermentagao.

O sistema proposto por Santos et al. (2015) para a fermentacdo alcoolica com dois
reatores torres ligados em série com recirculagdo de células e decantadores intermediarios foi
promissor, pois garantit um bom funcionamento, permitt que o primeiro reator fosse
alimentado com altas concentracdes de sacarose, que as células fluidizassem no segundo
reator minimizando a perda de células. Além disso, o sistema alcancou alto rendimento (92%)
e produtividade (12,11 g/L.h) na condicao otimizada do sistema.

A Figura 4.27 mostra os perfis de sedimentacdo ao final da fermentacdo na fase

batelada e em continuo. Observa-se que as células perdem parte da sua capacidade de
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floculacdo ao longo do tempo, mais evidente no final da fermentagdo em continuo, em que
aproximadamente 80% das células estdio em suspensdo, ou seja, apenas aproximadamente

20% das células ainda tem caracteristica floculante.
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Figura 4.27 — Perfis de sedimentagdo da cepa floculante FL-20 ao final da fermentacdo na
fase batelada e em continuo no reator air-lift.

Considerando que a floculagdo foi concedida através da introdugdo de um plasmideo
na célula, ¢ possivel que este fendtipo poderia sofrer variagdes especificas causadas por uma
perda parcial do plasmideo.

A utilizagdo do cobre ¢ necessaria para a retencdo do plasmideo na levedura, mas
também pode ter um efeito negativo sobre a capacidade fermentativa das mesmas. Uma
alternativa para reduzir a perda do plasmideo seria aumentando o teor de cobre no meio que
consequentemente, diminuiria as variagdes na floculagdo. O uso de uma concentracdo de
CuSOs4 0,62 mM permitiria melhoria na floculagio sem efeitos no desempenho da
fermentacdo (GOMES et al, 2012). Outra solu¢do poderia ser a integracdo do gene no

genoma da cepa PE-2.



CAPITULO 5
CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

Com relagdo aos experimentos em batelada repetida as cepas Y-904 e Ethanol Red
apresentaram desempenho satisfatorios no processo de fermentagdo VHG. A produtividade e
a viabilidade celular apresentaram comportamentos semelhantes para toda a faixa de
temperatura estudada.

A cepa que apresentou melhor desempenho apos 5 ciclos em termos de rendimento,
produtividade e viabilidade foi a Ethanol Red, embora a Y-904 tenha apresentado um
desempenho bastante semelhante.

A 27°C com a cepa Y-904 obteve-se a maior concentragdo de etanol em todos os
ciclos estudados.

No DCCR a anilise da influéncia das variaveis temperatura, concentracdo de ART e
concentragdo celular em processo batelada alimentada com tempo de enchimento de 5 horas a
analise em 30 horas de fermentacdo indicou uma faixa com melhores resultados de 25 — 28°C,
11 - 15% (v/v) concentragdo celular e 300-320 g/L de concentragdo de ART.

O modelo que melhor proporcionou a maximizacdo das respostas indicou valores de
produtividade de 4,86 g/L.h, rendimento de 92,3%, concentragdo de etanol de 146,7 g/L e
actcar residual de 0 g/L, utilizando temperatura de 27°C, concentracdo celular de 15% e
concentracdo de substrato de 300 g/L.

O experimento de validagdo realizado na temperatura de 27°C, concentragdao celular
de 15% e concentracdo de substrato de 300 g/L resultou em uma produtividade de 4,42 g/L.h,
rendimento de 90%, concentracdo de etanol de 135 g/L e aglcar residual 0 g/L, com erro de
9,05, 2,49, 7,97 e 0 %, respectivamente.

A estirpe S. cerevisiae FL-20 modificada foi estudada em batelada repetida em 8
fermentagdes VHG consecutivas, com reciclo das células durante todo o processo. Obteve-se
uma concentracdo média de etanol de 130 g/L, com uma produtividade final de 2,77 g /L .h.
Entretanto, para sistema em continuo, o estado estaciondrio para a taxa de diluicdo de 0,03h
foi atingido com valores altos de glicose residual e concentragdo de etanol abaixo do
esperado, além de verificar perda da capacidade de floculagdo da levedura.

A cepa Y-904 apresentou resultados excelentes em termos de rendimento e

viabilidade celular em fermentacdes VHG em toda a faixa de temperatura estudada. Com essa
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estirpe obteve-se bons reultados quando se utilizou mostos a base de misturas de melago e

caldo de cana, indicando assim a possibilidade de aplicagdo em situacdes industriais.



CAPITULO 6
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Dar continuidade aos estudos empregando leveduras de caracteristicas floculantes
em air-lift em condicdes de VHG.

e Avalar o desempenho da levedura floculante FL-20 em diferentes condicdes de
temperatura.
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APENDICE

APENDICE A

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE CELULAS

O grafico e a equagdo da curva padrio obtida sdo apresentados abaixo.
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APENDICE B

DETERMINACAO DA % VOLUME/VOLUME DE CELULAS

O grafico e a equagdo da curva padrao obtida s3o apresentados abaixo.
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