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RESUMO

Atualmente o Brasil é o segundo maior produtor mundial de etanol, apresentando uma posicao
favoravel por apresentar vantagens na tecnologia de producao, como grandes areas cultivaveis
e condigdes climaticas favoraveis. Além disso, o Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-
agucar, a qual ¢ matéria-prima mais eficiente conhecida para a produgdo de etanol, sendo sua
produgdo a partir do caldo de cana um processo bem estabelecido no pais. Estes fatores,
juntamente com a crescente demanda mundial por etanol, tornam o Brasil altamente
competitivo na sua comercializagdo. O melago, principal subproduto da industria agucareira,
apresenta elevadas concentragdes de aclicares fermentesciveis, sendo por isso uma potencial
matéria-prima para fins de producdo de bioetanol. Com a finalidade de reduzir os custos de
producao, estudos sdo impulsionados na dire¢do de encontrar leveduras e processos alternativos
que alcancem altos rendimentos e produtividades para a fermentagao alcodlica. A utilizagdo de
leveduras floculantes na producao do bioetanol permite a eliminacgao da etapa de centrifugagao,
uma vez que estas leveduras sdo facilmente decantaveis na auséncia de acgucares
fermentesciveis. Adicionalmente, a tecnologia de fermentacao sob alta concentragdo de agtcar,
conduzida em batelada alimentada minimiza o efeito da inibi¢do pelo substrato. O objetivo
deste trabalho foi estudar as condi¢des da fermentacao em batelada alimentada, utilizando uma
cepa de Saccharomyces cerevisiae de caracteristicas floculantes em altas concentragdes de
melago de cana-de-agtcar. Foi realizado um estudo da capacidade fermentativa e de floculagao
de quatro cepas floculantes, que resultou na escolha da cepa Saccharomyces cerevisiae C2/00,
doada pelo Centro de Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA).
Apos a escolha da cepa foi determinado seu tempo de geracdo utilizando meio sintético,
obtendo um valor igual a 1,071 h. Avaliou-se a influéncia da suplementagdo com os nutrientes
(KH2PO4, MgSO04-7 H20, [NH4]2SO4 e extrato de levedura) na fermentagcdo em batelada de
meio a base de melago de cana-de-acicar em diferentes concentragdes, obtendo a maior
eficiéncia (85,4%) utilizando solucao de melago 30,0% v/v sem adigao de nutrientes. Verificou-
se também que a adi¢do de nutrientes no meio fermentativo a base de melago ndo melhora a
eficiéncia do processo para concentragdes de melaco acima de 20,5% v/v. A aeragdo na
fermentagdo NG em batelada alimentada foi estudada como forma de melhorar o processo,
entretanto a aeragdo favoreceu o crescimento celular em detrimento da producdo de etanol.
Posteriormente avaliou-se trés fermentacoes, HG ¢ VHG, com alimentacdo a base de melago
com concentracdes diferentes de ART. O total de ART adicionado nas fermentagdes foi de 209,
222 250 g/L. A fermentagao de 225 g/L de ART resultou em melhor eficiéncia (89,45%) com
concentracdo final de etanol de 104,4 g/l enquanto a fermentacdao de 209 g/L de ART
apresentou maior produtividade (2,98 g/(L.h)) dentre elas. A concentragdo maxima de etanol
(P’max) que a levedura C2/00 foi capaz de alcancar foi determinada, obtendo valor igual a
105,35 g/L. A partir dos dados experimentais da fermentacdo de 225 g/L foi proposto um
modelo cinético, onde seus parametros foram determinados por meio do ajuste ndo linear dos
dados. A velocidade especifica maxima de crescimento foi de 0,555 h'! com Ks e Kis iguais a
2,63 e 12,437 g/L, respectivamente. Os resultados obtidos com os experimentos foram
relevantes para a fermentagdo HG com melago de cana-de-agucar utilizando cepa floculante.
Para aumentar a concentracao de etanol final no vinho outras estratégias devem ser adotadas
para que a levedura consiga suportar maiores concentragdes de etanol.

Palavras-chave: bioetanol, fermentagao HG e VHG, batelada alimentada, suplementagao.
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ABSTRACT

Currently Brazil is the second world's largest producer of ethanol, presenting a favorable
position to present advantages in the technology of production, such as large cultivable areas
and favorable climatic conditions. In addition, Brazil is the world's largest producer of
sugarcane, which is the most efficient raw material known for the production of ethanol, being
its production from sugarcane juice is a well-established process in the country. These factors
together with the growing world demand for ethanol make Brazil highly competitive in its
commercialization. Molasses, the main by-product of the sugar industry, has high
concentrations of fermentable sugars, being therefore a potential raw material for the production
of bioethanol. In order to reduce production costs, studies are promoted in the direction of
finding yeasts and alternative processes that achieve high yields and productivities for alcoholic
fermentation. The use of flocculent yeasts in the production of bioethanol allows the elimination
of the centrifugation step, once these yeasts decant in the absence of fermentable sugars.
Additionally, fermentation technology under high concentration of sugar, conducted in fed-
batch, minimizes the effect of inhibition by substrate. The objective of this work was to study
the conditions of fed-batch fermentation using a strain of Saccharomyces cerevisiae with
flocculent characteristics in high concentrations of sugarcane molasses. A study of the
fermentation and flocculation capacity of four flocculent strains was carried out, which resulted
in the selection of the Saccharomyces cerevisiae C2/00 strain donated by the Center of
Chemical, Biological and Agricultural Research (CPQBA). After the choice of the strain was
determined its generation time using synthetic medium, obtaining a value equal to 1,071 h. It
was evaluated the influence of supplementation with nutrients (KH2PO4, MgSO47H>0,
[NH4]>SO4 and yeast extract) in the batch fermentation of medium based on sugarcane molasses
in different concentrations obtaining the highest efficiency (85.4%) using 30.0% v/v molasses
solution without addiction of nutrients. It has also been verified that the addition of nutrients in
the molasses based fermentation medium does not improve the efficiency of the process for
molasses concentrations above 20.5% v/v. Aeration in the NG fermentation in fed-batch was
studied as a way to improve the process, however aeration favored cell growth in detriment of
ethanol production. Subsequently, three fermentations, HG and VHG, with molasses based feed
with different concentrations of ART were evaluated. The total amount of ART added in the
fermentations was 209, 222 and 250 g/L. Fermentation of 225 g/L of ART resulted in better
efficiency (89.45%) with final concentration of ethanol of 104.4 g/L while fermentation of 209
g/l of ART showed higher productivity (2.98 g/(Lh)) among them. The maximum
concentration of ethanol (P'max) that the yeast C2/00 was able to reach was determined,
obtaining a value equal to 105.35 g/L. From the experimental data of the fermentation of 225
g/L a kinetic model was proposed, where its parameters were determined by means of the
nonlinear adjustment of the data. The maximum specific growth rate was 0.555 h™! with Ks and
Kis equal to 2.63 and 12.437 g/L, respectively. The results obtained with the experiments were
relevant for HG fermentation with sugarcane molasses using flocculent strain. To increase the
final ethanol concentration in the wine, other strategies must be adopted so that the yeast can
withstand higher concentrations of ethanol.

Keywords: bioethanol, HG and VHG fermentation, fed-batch, supplementation.
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1 INTRODUCAO

A producao global de biocombustiveis vem crescendo de forma constante ao longo da
ultima década, de 16 bilhdes de litros em 2000 aumentou para cerca de 110 bilhdes de litros em
2013. Em 2014 praticamente ndo houve crescimento. Em 2017 a produgdo cresceu um pouco
mais de 3,2% em relagdo ao ano anterior. Dessa forma os combustiveis fosseis, que tem como
base o petroleo, serdo cada vez mais substituidos pelos biocombustiveis. Para 2050 esta previsto
que 25% do fornecimento de energia mundial dos transportes serdo provenientes de fontes
renovaveis (ENMC, 2017; NOVACANA, 2018).

Até 2005, o Brasil foi o principal produtor mundial de bioetanol, tendo sido
ultrapassado pelos EUA em 2006. Atualmente o Brasil ¢ o segundo maior produtor de etanol
(ANP, 2018). A produgdo de etanol na safra 2017/2018 foi de 27,8 milhdes de m®, sendo 16,5
milhdes de m® de etanol hidratado e 11,4 milhdes de m? de etanol anidro (UNICA, 2019). A
estimativa da producao da safra 2018/2019 foi de 33,14 milhdes de m?, com um aumento de
21,7%. Este incremento na producao se deve a maior destinacdo de acucar total recuperavel
para produgdo de etanol em detrimento da produgdo de agucar (CONAB, 2019).

Quanto a producdo de etanol, o Brasil apresenta uma posic¢ao favoravel por apresentar
vantagens na tecnologia de produc¢do, no mercado de biocombustiveis sem necessidade de
ampliar area desmatada ou reduzir a 4rea destinada a produgao de alimentos, possibilidade de
lideranca na agricultura de energia e diversidade de matérias-primas em diferentes biomas.
Além disso, a matriz energética brasileira ¢ um exemplo de sustentabilidade: 42,9% de toda
energia primaria produzida no Brasil provem de fontes renovaveis. A maior parte da energia
renovavel € proveniente da biomassa da cana-de-acucar, correspondendo a 17%. Apenas 5,5%
do consumo final de energia tem como fonte o etanol. Quando se trata do consumo de energia
apenas nos transportes o uso de etanol representa 16,4% (Figura 1.1) (BALANCO
ENERGETICO NACIONAL, 2018). Em 2018 a participagio do etanol (hidratado e anidro) na
matriz de combustiveis utilizados pela frota de veiculos de passeio e de carga leve atingiu

50,2%, a maior da histéria (UNICA, 2018a).



Figura 1.1 - (A) Consumo de energia nos transportes; (B) Consumo final de energia por fonte; (C) Oferta interna
de energia.

Querosene de Gas natural
(A) aviagﬁo 2‘,1% _ Outras (B)
3.9% 0,9% Querosene 1,3% _Lixivia 2,5%
GLP32%
Gasolina 9,6%

Oleo combustive| .
Gas natural

1,1%
o 7,4%
Bagacode
Biodiesel Etanol 5,5% cana11.3%
3.3%
(C) Carvao mineral e coque_ Urﬁ:io ~ Outras nao renoviveis
5,7% 14%_ 0,6%

Gas natural _

13,0% _Lenha e carvao

vegetal
8,0%

__Outras renovaveis
5,9%

Fonte: Adaptado de Balango Energético Nacional, 2018.

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-acucar, apresentando por isso grande
relevancia no ramo de agronegdcio. As grandes areas cultivaveis e condi¢des climaticas
favoraveis, juntamente com a demanda crescente mundial por etanol tornam o Brasil altamente
competitivo na comercializagdo mundial do etanol (CONAB, 2019). Assim, torna-se
imprescindivel o desenvolvimento e aprimoramento de processos que gerem economia no setor.

As plantas brasileiras atuais de bioetanol apresentam um alto rendimento e preservam a
viabilidade celular. As mesmas também utilizam uma baixa concentracdo de agucares,
garantindo a conclusdo da fermentagdo em um curto periodo de tempo. Entretanto, o processo
gera vinhos com uma baixa concentragdo de etanol (7 - 12% v/v), consequentemente um maior
volume de vinhaga residual € produzido, aumentando também os gastos com energia durante a
destilagdo. Assim, o uso da tecnologia de fermentagdo em alta concentragdo de agucar (HG) e

concentragdo muito alta de agucar (VHG) surge como uma alternativa para redugdo de custos



de destilagdo. O processo em VHG permite a obtencao de vinhos com maiores teores alcodlicos,
sendo possivel obter mais etanol a partir de um mesmo volume de vinho gerando, portanto,
menos gastos com tratamentos posteriores (BARBOSA et al., 2016; YAMAKAWA, 2016;
ARSHAD et al., 2017; FERMENTEC, 2018). Por exemplo para um teor de 8% (v/v) no vinho
final produz-se cerca de 10 litros de vinhaga por litro de etanol na destilagdo por aquecimento
indireto e 12 litros de vinhaga por litro de etanol na destilagdo por aquecimento direto,
entretanto se o teor alcodlico no vinho aumenta para 12% (v/v), € possivel a obteng¢do de 7 a 8
litros de vinhaga por litro de etanol (LOPES, et al., 2016; AMORIM, et al., 2018).

Outra aternativa para reducdo de custos é a utilizagdo de leveduras floculantes na
produgdo do bioetanol, a qual permite a eliminagdo da etapa de centrifugagdo, uma vez que
estas leveduras decantam na auséncia de aglcares fermentesciveis. Estas leveduras, apos
transformarem os agucares presentes no meio em alcool, se agregam em forma de flocos e
concentram-se no fundo do reator (BAI; ANDERSON; MOO-YOUNG, 2008).

A utilizacdo de matérias-primas alternativas e baratas para produg¢ao de etanol também
¢ muito estudada. O melaco de cana-de-actcar ¢ o principal subproduto obtido a partir da
fabricacdo do agucar cristalizado. Ele € rico em nutrientes e apresenta concentracdes elevadas
de actcares redutores totais, sendo por isso uma das matérias-primas importantes para fins da
produgdo de bioetanol (CHIEPPE JUNIOR, 2011).

Diante do exposto acima, estudou-se o processo de fermentacao em alta concentragao
de acticares redutores totais provenientes do melago de cana-de-actcar em batelada alimentada
utilizando uma levedura de caracteristicas floculantes com o intuito de otimizar a produgado de

etanol.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O trabalho teve como objetivo principal estudar as condigdes da fermentagdo em
batelada alimentada, utilizando uma cepa de Saccharomyces cerevisiae de caracteristicas

floculantes em altas concentra¢des de melago de cana-de-agucar.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a capacidade fermentativa e a capacidade de floculagdo de quatro cepas de
Saccharomyces cerevisiae de caracteristicas floculantes no processo de fermentacao
alcodlica;

e Estudar o tempo de geragdo da levedura de caracteristica floculante selecionada para
continuagao do trabalho;

e Caracterizar a composi¢ao do melago de cana-de-agucar;

e Estudar a influéncia da suplementagdo do meio de fermentagdo com nutrientes no
processo de fermentagdo utilizando altas concentracdes de melago de cana-de agucar;

e Estudar o comportamento da cepa floculante no processo fermentativo em batelada
alimentada utilizando meio a base de melago de cana-de-agucar;

e Estudar o efeito da microaeragdo na fermentagdo do melaco de cana-de agucar;

e Determinar a concentragdo maxima de etanol suportada pela levedura;

e Estudar a cinética fermentativa simulando condig¢des reais do processo.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biocombustiveis

Os biocombustiveis sdo derivados da conversao da biomassa e podem ser definidos
como o combustivel no qual a energia ¢ proveniente da fixacao biologica de carbono. Devido
a fatores como a necessidade de aumentar a segurancga energética, subsidios governamentais,
aumento do preco do petroleo e a preocupagdo com a emisssdo de gases provenientes de
combustiveis fosseis, os biocombustiveis estdo dispertando a atencdo publica e cientifica
(SHALABY, 2013; PULIGUNDLA et al., 2019).

Os biocombustiveis ajudam a reduzir a emissao de CO; de duas formas: ao evitar o uso
de combustiveis fosseis e ao reciclar o CO2 que ¢ liberado durante a sua queima. Na produgao
do bioetanol sdo utilizadas matérias-primas que absorvem CO; durante seu crescimento,
retirando-o da atmosfera. Assim, todo ou grande parte do CO; liberado durante a queima do
bioetanol ¢ novamente absorvido pela nova biomassa cultivada para produ¢do de bioetanol
(STHEL et al., 2013).

Hé basicamente quatro fontes de biocombustiveis:

1) Carboidratos - milho, cana-de-acucar, beterraba, trigo, mandioca, materiais
lignoceluldsicos, entre outros. Sdo muito utilizados na produgao de bioetanol;

2) Oleos — 6leo vegetal refinado ou residual proveniente de soja, canola, girassol,
milho, entre outros, sendo utilizado na produgdo de biodiesel;

3) Algas — sdo organismos unicelulares que realizam fotossintese, convertendo o
didxido de carbono em oxigénio e hidrogénio. As microalgas sdo capazes de
armazenar lipideos, os quais sao utilizados na produgdo de biodiesel, € o hidrogénio
liberado na fotossintese pode ser utilizado como combustivel;

4) Residuos agricolas — sdo de origem organica e sdo utilizados na producao de biogés
(SHALABY, 2013; GONCALVES et al., 2015).

De acordo com a matéria-prima utilizada, origem e processo de fabricagdo, o bioetanol
¢ classificado em: 1? geragdo, derivados de sementes, graos ou agucares (amido e sacarose); 2*
geracdo, derivados de materiais lignocelulésicos; 3* geracdo, derivados de algas marinhas,
baseiam-se na intervencdo direta para produg¢do de biomassa utilizando o melhoramento

genético (PICAZO-ESPINOSA; GONZALEZ-LOPEZ; MANZANERA, 2011).



Da mesma forma o bioetanol pode ser obtido de diversas matérias-primas, sendo que
estas matérias-primas, de acordo com seu insumo, podem ser de trés tipos:

e Acucares (sacacrose, glicose e frutose): cana-de-agucar, sorgo sacarino, melacgo,
beterraba. Via fermentagao os aglicares sdao convertidos diretamente em etanol;

e  Amidos: graos (trigo, milho, cevada, etc.) e tubérculos (batata, mandioca, etc.). Os
amidos sdo convertidos em agucares por um processo denominado sacarificagdao e
posteriormente sao fermentados;

e Lignoceluldsicos: lixivia negra, residuos agroflorestais, gramineas, entre outras. Por
hidrolise a celulose e hemicelulose sao convertidas em agucares, posteriormente o caldo
hidrolitico ¢ destoxificado e fermentado (LEAL et al., 2008).

No Brasil para o estabelecimento efetivo da producdo de etanol lignocelulésico é
necessario ainda uma redugdo de custos de processo. Por outro lado, o etanol produzido a partir
do caldo de cana-de-agticar ¢ um processo bem estabelecido, lucrativo e extremamente
vantajoso, havendo uma imensa area para o cultivo da matéria-prima sem comprometer a
produgdo alimentar. Assim, o pais obteria maiores beneficios, a curto prazo, por meio do
investimento no melhoramento do processo de obtencdo do etanol de primeira geracdo

(BRASSOLATI et al., 2016).

3.2 Etanol de primeira geracao

O bioetanol, além de ser uma fonte renovavel de energia, contribui para a reducao das
emissoes de dioxido de carbono. Entre janeiro e junho de 2018, o consumo médio mensal de
2,2 bilhdes de litros de etanol (anidro e hidratado) pela frota flex evitou a emissao de 32 milhdes
de toneladas de CO; na atmosfera, o que ¢ um recorde em uma série histérica de 15 anos
(UNICA, 2018b).

O bioetanol pode ser misturado a gasolina em propor¢des de 10-85% para motores de
combustdo interna ou substituir a gasolina em qualquer propor¢ao em motores flexfuel e ainda
pode ser adicionado em proporgdes de 5-10% ao 6leo diesel para utilizacdo em motores a diesel.
A mistura de bioetanol com gasolina aumenta a octanagem do combustivel, o que
consequentemente reduz a emissdes de compostos aromaticos e cancerigenos, como monoxidos
e compostos organicos volateis (NICOLA et al., 2011). A mistura de alcool anidro na gasolina
sofreu aumento de 25% para 27% em todo pais no ano de 2015, o que favoreceu o setor

sucroalcooleiro, sendo o teor vigente (ANP, 2018).



No Brasil o etanol ¢ produzido essencialmente a partir da cana-de-acucar, que ¢ a
matéria-prima mais eficiente conhecida para a sua producdo comercial. A energia total
proveniente do etanol de cana ¢ aproximadamente sete vezes superior a obtida pelo etanol de
milho, produzido nos EUA, e quatro vezes superior a obtida pelo etanol de beterraba e de trigo
na Europa. A reduc¢do de gases de efeito estufa do etanol de cana-de-agucar também ¢ trés vezes
maior que a do etanol de milho (BRASSOLATTI et al., 2016). Além disso, a utilizacdo da cana-
de-agucar como matéria-prima para producao de alcool garante maior produtividade com custo
de produgdo consideravelmente inferior ao etanol produzido a partir de outras biomassas
(ANDRIETTA; STECKELBERG; ANDRIETTA, 2006). Todas estas questdes colocam o
Brasil em posic¢ao de destaque no cenario mundial, portanto, o bioetanol desempenha um papel
imprescindivel na economia brasileira.

No Brasil, sao produzidos dois tipos de etanol: o etanol anidro, o qual contém no
maximo 0,7% de dgua em relag@o ao peso e o hidratado, constituido de 7,4% de dgua em relacao
ao peso medido a 20°C (ABNT, 1978). O etanol hidratado ¢ obtido por destilagdo convencional,
j& o etanol anidro € obtido por processos de desidratacdo do etanol hidratado por: destilacao
azeotropica ou destilacdo extrativa ou utilizando a peneira molecular (FINGUERUT et al.,
2008).

A producdo brasileira de etanol de primeira geragdao ¢ um processo bem consolidado
atualmente, com a maior produtividade e os menores custos do mundo. Contudo, ainda ha
diversas possibilidades em pesquisa, desenvolvimento e inovagdo com o intuito de reduzir ainda
mais os custos do processo (PACHECO, 2011). Dentre estas alternativas estdo a utilizagcdo de
leveduras floculantes, a utilizagdo de altas densidades celulares no processo fermentativo,

redugdo do estresse celular e o consequente aumento do rendimento e produtividade.

3.3 Fermentacao alcoolica

A producgdo de etanol brasileiro ¢ feita a partir da fermentagdo do caldo e melago de
cana-de-agucar, tipicamente conduzida por leveduras Saccharomyces cerevisiae. O caldo e o
melaco de cana-de-agiicar sdo misturados em diferentes propor¢des, dependendo da
disponibilidade do tipo de matéria-prima e as condigdes microbiologicas da levedura. Algumas
destilarias utilizam apenas o caldo e outras apenas o melago. Entretanto o melhor substrato
consiste na mistura, uma vez que o caldo apresenta algumas deficiéncias nutricionais, que

podem ser supridas pelo melaco, e o melago, devido ao alto teor de sais minerais e alguns
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compostos inibidores para a fermentacdo influencia diretamente na pressdo osmética levando a
inibicdo das leveduras (BASSO; BASSO; ROCHA, 2011; ROSSEL; NOLASCO JUNIOR;
YAMAKAWA, 2014).

A fermentacdo alcoolica no Brasil ¢ caracterizada por alta densidade celular (10-14%
g/v), com reciclo de células, temperatura entre 30 e 34°C, ciclos de fermentagdo entre 8 ¢ 12
horas com vinhos fermentados finais contendo entre 7 ¢ 12% v/v de etanol, operando em modo
batelada, batelada alimentada ou continua. Independente da configuragcdo, a fermentagao
alcoolica ¢ conduzida na presenga de contaminantes. Ao final da fermentagdo dos agticares, o
mosto fermentado é enviado para centrifugacdo e recuperacao das leveduras do processo para,
entdo, fazer o reuso nas fermentagdes subsequentes (ROSSEL; NOLASCO JUNIOR;
YAMAKAWA, 2014; YAMAKAWA, 2016; LOPES, et al., 2016; FERMENTEC, 2018).

O creme de leveduras ¢ enviado as cubas de tratamento com agitadores e aeracdo, onde
¢ adicionado entdo agua na propor¢do volumétrica de 1:1, 4cido sulfurico concentrado até
atingir pH entre 2 e 2,5. O tempo de tratamento varia de 1 a 2 horas dependendo das condi¢des
da levedura. Nesta etapa também se aplica antibidtico ou algum outro produto para o controle
da contaminacdo bacteriana (YAMAKAWA, 2016). O tratamento com dacido permite a
eliminagdo de contaminantes e cé€lulas que ja se apresentam em fase de degeneracao, restando
apenas as c¢lulas jovens, as quais resistem ao baixo pH de 2,5 (CARVALHO; SATO, 2001;
FINGUERUT et al., 2008; GUIDINI, 2013). Apds o tratamento, as leveduras sdo enviadas a
um novo ciclo de fermentag@o. O vinho centrifugado praticamente isento de leveduras ¢ enviado
a etapa de destilagdo para recuperagdo, concentragao e desidratacio do etanol produzido (Figura

3.1) (ROSSEL; NOLASCO JUNIOR; YAMAKAWA, 2014).



Figura 3.1 - Diagrama do processo de fermentagao alcodlica com reciclo de células.
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Fonte: Adaptado de Yamakawa (2016).

3.3.1 Processo em batelada

No processo em batelada o sistema recebe o indculo de células ativas e a solugcao
nutriente. Ao longo do processo fermentativo somente sdo adicionados oxigénio, quando
conveniente (na forma de ar), antiespumante e acidos ou bases para controle do pH. Terminada
a fermentacdo, o fermentador ¢ descarregado, e o meio fermentado segue para os tratamentos
posteriores. Para iniciar um novo processo as dornas sdo higienizadas e carregadas novamente
com mosto e indculo. O volume no decorrer da fermentagdo permanece constante
(CARVALHO E SATO, 2001; MEIRELES; PEREIRA, 2013).

A produtividade deste processo ¢ comprometida devido a presenga de tempos mortos
durante o processo, devido a operagdes, como: carga de indculo, centrifugacdo do meio
fermentado e limpeza dos fermentadores (ANDRIETTA; ANDRIETTA; STUPIELLO, 2011).

Li, Wang e Shi (2017) avaliaram a utiliza¢ao de diferentes fontes de nitrogénio (peptona,
extrato de levedura, ureia e sulfato de amonio) na fermentagdo em alta concentragao de agucar
(VHG) de amido de milho 340 g/L utilizando o processo em batelada. Dentre as fontes de
nitrogénio, o extrato de levedura 2% conduziu a um maior rendimento (84,5%) e concentragao
de etanol (20,3% v/v) apo6s 72 horas de fermenta¢do. Uma substitui¢do parcial do extrato de
levedura, com o intuito de reduzir custos, também foi estudada e a utilizagao de 0,6% de extrato

de levedura, ureia 69 mM e sulfato de amonio 26 mM proporcionou resultados similares.



Ainda utilizando o processo em batelada, Kawa-Rygielska e Pietrzak (2014) também
estudaram a suplementagao com biomassa de levedura seca, fermento seco e extrato de levedura
na fermentacdo VHG de puré de milho (360 g de milho por kg de puré¢). Em relagao ao controle
todas as fermentacdes suplementadas resultaram em maior produtividade, entretanto a
utilizagdo de biomassa de levedura seca conduziu a maior concentracdo final de etanol (142,3

g/L).

3.3.2 Processo em batelada alimentada

O processo em batelada alimentada, também conhecido por Melle-Boinot na
fermentacdo alcoolica, comecou a ser utilizado nos anos 60, como uma alternativa aos
problemas recorrentes no processo em batelada, como a formagao de espuma e inibigdo pelo
substrato (FERREIRA, 2005). Para a fermentagdo alcoolica ¢ a configuragdo de processo
predominante no Brasil (YAMAKAWA, 2016). Neste processo o meio contendo os nutrientes
¢ adicionado, de forma continua ou intermitente ao fermentador até alcancgar o volume final e
os produtos permanecem até o final do processo (CARVALHO; SATO, 2001).

No processo de batelada alimentada o in6culo inicial, previamente tratado, € transferido
para os fermentadores por bombeamento. A suspensdo de cé€lulas representa 25 a 30% do
volume do fermentador. Posteriormente inicia-se a alimenta¢do com uma solu¢ao concentrada
de substrato por 4 a 6 horas até alcangar o volume final do fermentador, representando
aproximadamente 75% do tempo total de fermentacdo, permitindo uma melhor distribui¢ao do
calor produzido durante a fermentacdo. A vazao de alimentagdo normalmente ¢ linear para que
o calor de reagdo ndo ultrapasse a capacidade dos trocadores de calor. Quando sobra area de
troca térmica e a velocidade de conversdo do agucares em ctanol ¢é eficiente a vazdo de
alimenta¢do pode ser aumentada, mas de forma que a concentragdo de acucares fique em torno
de 4°Brix. Ao término da alimentacdo ocorre a etapa de esgotamento dos acticares. Apds todo
0 agucar ser convertido em etanol e outros produtos, o meio fermentado ¢ centrifugado,
ocorrendo a separagdo das células do vinho. As células sdo enviadas para os tanques de
tratamento, para entdo iniciar um novo ciclo (ANDRIETTA; ANDRIETTA; STUPIELLO,
2011; BASSO; BASSO; ROCHA, 2011; YAMAKAWA, 2016).

Uma grande vantagem do processo em batelada alimentada consiste na redugdo da
inibicdo pelo substrato, uma vez que o substrato ¢ adicionado ao fermentador de modo

controlado. Este tipo de inibicdo ocorre em concentracdes de 65 g/L de glicose e 70 g/L de
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frutose, as quais sdo dificilmente alcancadas em operagdes normais de fermentagdo
(ANDRIETTA; ANDRIETTA; STUPIELLO, 2011).

Outras vantagens deste processo podem ser citadas como: maior rendimento em etanol;
altas produtividades; maior eficiéncia de limpeza dos equipamentos em relagcdo ao processo
continuo, uma vez que o fermentador ¢ esvaziado completamente no final do ciclo. Além disso,
toda massa celular ¢ enviada para o tratamento com 4cido, tornando o processo com menor
risco de contaminagdo em relacdo ao processo continuo, onde apenas 15% das células sdo
tratadas, e, consequentemente, tem-se uma fermentagdo mais pura (ANDRIETTA;
ANDRIETTA; STUPIELLO, 2011; GUIDINI, 2013; MEIRELES; PEREIRA, 2013).

O rendimento fermentativo usualmente alcangado ¢ de 88 a 91% e a produtividade ¢ de
2 a 3,5 kg etanol/(m>.h). A concentragdo de etanol final tipica no vinho é de 6 a 8% (v/v) para
mosto a base de melaco e de 8 a 12% (v/v) para mosto de caldo de cana-de-aglcar
(YAMAKAWA, 2016).

Joannis-Cassan et al. (2014) testaram a fermenta¢do de xarope de beterraba por
Saccharomyces cerevisiae em VHG utilizando dois processos: batelada em varios estagios e
batela alimentada, alcangcando maior concentragdo de etanol (15,2%) em menor tempo (53
horas), sem sacarose residual, por meio do processo em batelada alimentada. Os autores
também verificaram que uma alimentagao por um curto periodo (16,6 horas) reduziu a inibigao,
tanto pela alta concentragao de acucar quanto pelo etanol.

GUIDINTI et al. (2014) também estudaram a fermentacao da Saccharomyces cerevisiae
de caracteristicas floculantes em batelada alimentada para a otimizagdo das condi¢des do
processo (concentragdo de sacarose, concentracao celular e tempo de enchimento) utilizando
um planejamento composto central. As condigdes otimizadas, foram: concentracdo de sacarose
170 g/L, concentragdo celular de 40% v/v e tempo de enchimento de 6 horas, nessas condigdes
obtiveram um rendimento em etanol de 92,20% e uma produtividade de 6,01 g/(L.h). A
recirculacao do meio de fermentacao também foi avaliada pelos pesquisadores, sendo possivel
reduzir o tempo de fermentacao de 10,5 para 9 horas, reduzir a concentragao de agtcar residual

e aumentar a produtividade e o rendimento para 9,26 g/(L.h) e 92,75%, respectivamente.

3.3.3 Processo continuo

No processo de fermentacdo continuo o volume total de meio ¢ mantido constante,

havendo uma alimentacgao continua de meio de cultura a uma determinada vazao constante ¢ a
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retirada continua de meio cultivado a mesma vazao. Este processo pode operar por longos
periodos de tempo em regime estacionario, o qual ¢ alcan¢ado devido a manutencdo do volume
constante no fermentador (MEIRELES; PEREIRA, 2013).

Tradicionalmente no processo continuo de produgdo de etanol ¢ utilizado quatro ou
cinco fermentadores conectados em série e uma unidade de tratamento do fermento. Neste
sistema o meio de cultivo e as células de leveduras sdo adicionados simultaneamente de forma
continua no primeiro fermentador, sendo que o agucar adicionado deve ser proporcional a
quantidade de células (taxa média de 3,5 g de ART por g de massa celular). O meio de
fermentagdo entdo flui, até chegar ao ultimo, de um fermentador para o outro, de onde ¢
conduzido as centrifugas para separa¢ao do fermento do vinho. A unidade de tratamento do
fermento ¢ composta por trés tanques em série. O creme de fermento, o 4cido sulfurico e a agua
sdo misturados em um tanque pequeno, a partir deste tanque o fermento acidificado segue para
o tanque de tratamento. Este material, entdo, flui de um tanque para o outro até chegar ao
terceiro tanque, de onde ¢ levado para o primeiro fermentador do sistema (ANDRIETTA;
ANDRIETTA; STUPIELLO, 2011; YAMAKAWA, 2016).

Algumas vantagens do processo continuo podem ser citadas: obtengdo do caldo
fermentado uniforme, facilitando os processos de extracdo e recuperacao de produtos;
manutengdo das células em um mesmo estado fisioldgico; maior facilidade e economia de
controle e automagdo; menor necessidade de mao-de-obra; o aumento da produtividade do
processo, devido a reducdo dos tempos mortos ou ndo-produtivos. Entretanto hd também
algumas desvantagens: maior investimento inicial na planta; possibilidade de ocorréncia de
mutacoes genéticas; maior possibilidade de ocorréncia de contaminagdes, uma vez que apenas
15% das células do fermento em processo sdo tratadas e o fermentador nunca ¢ esvaziado;
dificuldade de manutenc¢do da homogeneidade no reator quando se trabalha com baixas vazdes;
dificuldades de operagdo em estado estacionario devido a formagdo de espuma e crescimento
de microrganismos nas paredes do reator, nos sistemas de entrada ou saida de liquidos
(FACCIOTTI, 2001; ANDRIETTA; ANDRIETTA; STUPIELLO, 2011; MEIRELES;
PEREIRA, 2013).

Santos et al. (2015) utilizaram um sistema de dois fermentadores, tipo torre, com intuito
de analisar a influéncia simultanea dos fatores: concentragcdo de sacarose na alimentagdo (So),
vazao de reciclo para o primeiro reator (V) e tempo de residéncia total (TR), por meio de um
planejamento composto central. Os resultados otimizados previsto pelo modelo para a condi¢ao

So=225g/L,V=5mL/s e TR =8 h, foram um rendimento total de 92,82% com base em
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consumo de acucares redutores totais, produtividade total de 13,33 g/(L.h) e actcar residual de
18,46 g/L. A validagdo do ponto 6timo resultou em valores proximos aos obtidos pelo modelo,
indicando sua reprodutibilidade. Além disso, o sistema de dois reatores torre com reciclagem
de células floculantes funcionou eficientemente por 20 dias, utilizando misturas de suco de
cana-de-agucar e melago, com concentragdo de agticares redutores totais igual a 175-216 g/L e

produziu um rendimento de 90%.

3.4 Fermentacao sob altas concentracoes de acuicares

As fermentagdes para a producao de etanol, dependendo da concentragdo de agticar, sdo
divididas em: concentracdo normal de agucares (Normal gravity — NG, até 180 g/L de aglcares),
alta concentracdo de acucares (High gravity — HG, 180-240 g/L de agucares) e concentragdo
muito alta de agucares (Very high gravity — VHG, maior que 250 g/L de acucares) (BAI;
ANDERSON; MOO-YOUNG, 2008).

Nas ultimas trés décadas a tecnologia de fermentacdo de etanol sob condi¢cdes HG e
VHG registraram progressos significativos, devido aos beneficios ambientais e econdmicos
(PULIGUNDLA et al., 2019). A tecnologia de fermentacio HG e VHG oferece algumas
vantagens como a economia de agua, reducao dos custos da destilacao, de capital e de energia
por litro de alcool, redu¢do do risco de contaminagdo bacteriana e, além disso, permite o
aumento da produg¢do de alcool sem alterar a capacidade da planta e o numero de funcionarios.
Também espera-se com a fermentagdo VHG obten¢do de ganhos de rendimentos, devido a
redugdo da quantidade de etanol residual arrastado na vinhaga e da quantidade de ART residual
arrastada com o vinho (THOMAS et al., 1995; ROSSEL; NOLASCO JUNIOR;
YAMAKAWA, 2014).

As plantas atuais brasileiras de bioetanol apresentam um alto rendimento e preservam a
viabilidade celular. Além disso, elas utilizam uma baixa concentragao de acticares, garantindo
a conclusdo da fermentacdo em um curto periodo de tempo. Entretanto o processo gera vinhos
com uma baixa concentragdo de etanol (7 - 12% v/v), consequentemente um maior volume de
vinhaga residual ¢ produzido, aumentando também os gastos com energia durante a destilagdo
(BARBOSA et al., 2016; ARSHAD et al., 2017; FERMENTEC, 2018).

Viérios estudos foram realizados, utilizando a tecnologia HG e VHG, com o intuito de

aperfeicoar o processo de obtencdo do etanol. Deesuth et al. (2015) obtiveram maiores
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concentragdes de etanol utilizando o processo VHG (126,3 g/L de etanol) em comparacao ao
processo HG (95,3 g/L de etanol).

Pereira et al. (2010) otimizaram a fermentagdo alcoodlica a partir de 308 g/L de glicose
quanto a composi¢do do meio, utilizando Saccharomyces cerevisiae como microrganismo
fermentador, obtendo maior producdo de etanol (139 g/L) utilizando um meio composto por
44,3 ¢/L. de licor ingreme de milho, 2,3 g/L de uréia, 3,8 g/ de MgS04.7H20 ¢ 0,03 g/L de
CuS04.5H>0. Quando estas condi¢des foram testadas em uma estirpe industrial foi obtida uma
concentragdo de etanol de 147 g/L, sendo que a estirpe industrial foi capaz de fermentar até 330
g/L de glicose com um rendimento de 93%.

Uma desvantagem dos processos HG e VHG ¢ a ocorréncia de efeitos adversos no
metabolismo das leveduras devido as altas pressdoes osmoticas, resultando em perda de
viabilidade celular e reducdo da taxa de producdo de etanol (BAI; ANDERSON; MOO-
YOUNG, 2008), além da utilizagdo incompleta de substrato no final da fermentagdo (LIU et
al., 2016). A alta concentragao de etanol alcangada pelo processo também provoca a perda da
integridade da membrana celular (COT et al., 2007). Na presenca de etanol a permeabilidade
da membrana lipidica a alguns ions é alterada, principalmente aos ions H*. A medida que os
ions entram na célula ocorre um desequilibrio do gradiente eletroquimico afetando a forca
motriz do proton culminando com a reduc¢do do pH intracelular. Adicionalmente hd outros
efeitos sobre a fisiologia da levedura como inibi¢do do crescimento e inativacdo enzimatica
(BASSO; BASSO; ROCHA, 2011). Um dos grandes impasses da tecnologia VHG aplicado a
fermentagdo alcodlica ¢ a manutencdo da atividade e viabilidade das leveduras ao longo de uma
safra inteira (ROSSEL; NOLASCO JUNIOR; YAMAKAWA, 2014).

Phukoetphim et al. (2017a) estudaram a tolerancia ao etanol das cepas de S. cerevisiae
NPO1 e ATCC 4132. Para tal, inoculou as células em meio de suco de sorgo doce 100g/L,
juntamente com diferentes concentragdes de etanol (0, 6,9, 12, 15 e 18% (v/v)). A concentracao
de apenas 6% em etanol foi suficiente para afetar a velocidade de crescimento especifica (i), a
medida que as concentragdes de etanol aumentaram o p diminuiu acentuadamente. A inibigao
estava completa em 9-12% de etanol apos 24 horas.

A tolerancia ao etanol depende de dois fatores: da resisténcia da cepa de levedura
utilizada e da composicdo do meio de crescimento (PHUKOETPHIM et al., 2017b). Dessa
forma, o estresse osmotico ocasionado pela tecnologia de fermentacao sob altas concentragdes
de acucares pode ser contornado pela adi¢do de nutrientes no meio de fermentacdo. Assim, para

obter altas concentragdes de etanol utilizando a tecnologia HG e VHG sdo estudados varios
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fatores, como: nitrogénio, oligoelementos, vitaminas e/ou aera¢do. O nitrogénio ¢ um dos
nutrientes essenciais na fermentacao para a producdo de etanol, pois promove o crescimento da
levedura e a utilizacdo do acucar, melhora a produtividade do processo, assim como a
concentracdo final de etanol alcangada pelo processo e a tolerancia ao alcool pela levedura
(BAI; ANDERSON; MOO-YOUNG, 2008).

A aeragdo ajuda a levedura a tolerar o estresse ocasionado pelo etanol por meio da
sintese de esterdis e acidos graxos insaturados, envolvidos na manutencdo da saude da
membrana celular (FORNAIRON-BONNEFOND et al., 2002). O oxigénio também promove
a regeneracdo celular por meio do ciclo do acido citrico e da via respiratdria, redirecionando a
sintese bioenergética e a utilizacao de carbono (LIU et al., 2016).

A resisténcia ao etanol pela levedura também ¢ influenciada pela temperatura do
processo. De acordo com o estudo de Rivera e colaboradadores (2017) a variagao de
temperatura influenciou os parametros cinéticos do processo e, consequentemente, a resisténcia
de Saccharomyces cerevisiae ao etanol aumentou com a redugdo de temperatura do processo
fermentativo, sendo possivel alcangar maiores concentragdes finais de etanol.

O efeito da taxa de aeracao (0,05; 0,20 € 0,35 vvim) e da adigao de dois nutrientes: extrato
de levedura (3 e 6 g/L) e levedura seca (subproduto da industria cervejeira) (4,5 € 9,0 g/L)
foram avaliados por Deesuth et al. (2015) na fermentagdo de suco de sorgo doce por
Saccharomyces cerevisiae NP 01. As fermentagdes foram realizadas em batelada, a temperatura
de 30°C e 200 rpm de agitacdo, utilizando duas concentragdes de suco de sorgo: 200 g/L. (HG)
e 280 g/L (VHG). Sob condi¢des HG a utilizagdo de ambos os suplementos de nitrogénio ndo
apresentou efeito positivo sobre o crescimento celular, entretanto a produtividade de etanol
aumentou. Da mesma forma, no processo VHG a suplementagdo com nitrogénio e
oligoelementos (Zn**, Mg?" e Mn?"), juntamente com uma pequena aera¢io, promoveram a
eficiéncia da producdo de etanol. Além disso, a aera¢do reduziu a producdo de glicerol,
indicando menor estresse celular devido a alta concentragao de agucares. Adicionalmente, os
autores do estudo concluiram que a levedura seca pode ser utilizada como suplemento de baixo
custo em substitui¢ao ao extrato de levedura. Ainda utilizando as mesmas condicdes e levedura
deste processo VHG, Deesuth, Laopaiboon e Laopaiboon (2016), otimizaram a taxa de aeracao
(0,05-0,50 vvm) e o tempo de aeragdo (12-24 h), encontrando uma producao méxima de etanol
(127,8 g/L) ap6s 12,01 h de aeragdao a uma taxa de 0,31 vvm. No entanto a fonte de nitrogénio
foi substituida por 3,45 g/L de ureia, evidenciando novamente a importancia da suplementagao

€ aeragdo no processo.
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3.5 Melaco de cana-de-acucar

O melago ¢ o liquido que se obtém como residuo de fabricagdo do agucar cristalizado
resultante da etapa de centrifugacdo. Sendo considerado o principal subproduto da industria do
agucar, ¢ o licor-mae da cristalizagdo final do agtcar, ¢ a cada tonelada de cana moida, em
média, 40 a 60 kg de melago sdo produzidos (CHIEPPE JUNIOR, 2011). A composigdo tipica
do melaco de cana-de-agucar ¢ de 25 a 35% de sacarose, 20 a 35% de agucares redutores
(glicose e frutose), 10 a 16% de cinzas e 0,5% de polissacarideos (YAMAKAWA, 2016).

Comparando o melaco com o caldo de cana-de-actcar, o melago apresenta maior
conteudo de nutrientes. Entretanto, como ¢ resultante da fabricacdo do agticar, onde ¢ exposto
a altas temperaturas, o melago apresenta componentes que podem interferir no processo
fermentativo. Estes componentes sdo representados por acidos organicos de baixo peso
molecular (latico, acético, formico), hidroximetilfurfural, melanoidinas, entre outros.
Geralmente as fermentacdes que utilizam apenas o melago como substrato apresentam maiores
problemas do que as que utilizam suco de cana-de-actcar devido a presen¢a de compostos
inibidores e a alta pressao osmoética (ANDRIETTA; ANDRIETTA; STUPIELLO, 2011).

Pradeep e Reddy (2010) avaliaram a utilizacdo de diferentes niveis de concentragdo de
solidos dissolvidos (30 a 40° Brix) e suplementagdo com ureia, peptona, extrato de levedura,
leite desnatado, farelo de trigo e farinha de soja na fermentacao de alta concentracdo de melago
de cana-de-agucar. A fermentacao foi realizada em batelada por 72 horas utilizando a levedura
Sacchromyces bayanus. Considerando o teor de solidos dissolvidos, maiores eficiéncias de
producdo de etanol foram obtidas até 34° Brix. Dentre as fontes de nitrogénio a uréia foi
considerada a mais adequada para a fermentacdo do melaco. Além disso, a suplementacao
possibilitou a reducao do tempo de fermentacao para 48 horas, concentracdes finais de etanol
de 13,6% (v/v) e aumento do rendimento de 76,5 para 87,5%.

Barbosa et al. (2016) também analisaram a suplementacdo com nitrogénio em
fermentacdes sucessivas VHG. Os resultados indicaram que a fermentacao foi eficiente apenas
com a suplementagdo com peptona, na sua auséncia houve perda de viabilidade entre ciclos. Os
autores ainda obtiveram altos niveis de etanol (16% v/v) na fermentagdo do meio, contendo
elevada concentragdo de sacarose (30%), proveniente do melago e suco de cana-de-agucar, apos
10 horas de fermentagdo em shaker.

Arshad et al. (2017) estudaram os efeitos da taxa de aeragdo e concentragdo de melaco

na produgdo de etanol. A fermentacdo foi realizada em escala industrial utilizando
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fermentadores de 300 m?, em batelada alimentada com alimentagdo de 15 m*/h ao longo de 16
h, por um tempo total de 60 h. As taxas de aera¢ao avaliadas foram 0; 0,2; 0,4 ¢ 0,6 vvm (volume
de ar por volume de meio fermentado por minuto) e o melago nas concentragdes de 32, 36 ¢
40° Brix. Com o estudo foi possivel perceber que a taxa de aeragdo afetou positivamente mais
0 processo com maior concentracdo de agticares, além disso, 0,2 vvm e 40 °Brix conduziram a
uma maior produg¢ao de etanol (12,2% v/v) e menor formagdo de subprodutos. A baixa aeracao
(0,2 vvm) auxiliou as leveduras a superarem o estresse osmoético no inicio da fermentacao e o
estresse oxidativo ocasionado pelo etanol no final do processo, aumentando, assim, a
viabilidade celular em todos os niveis de melago.

Rivera et al. (2017) obtiveram um rendimento de 90%, produtividade de 10,2 g/(L.h) e
concentragdo final de etanol de 120 g/L apo6s 11,5 h de fermentagdo em batelada alimentada
com reciclo de células, utilizando uma concentragdo de células de 80 g/L (base seca) e um total
de 400 g/L de acucares redutores proveniente do melago e caldo de cana-de-agucar. Os autores
atribuiram a concentragdo final de etanol alcangada a suplementagdo do meio, a taxa de aeragao

de 0,2 vvm juntamente com a reducao de temperatura ao final do processo.

3.6 Leveduras floculantes

A floculagdo foi um mecanismo bastante estudado na fabrica¢do de cerveja para facilitar
a recuperagao da biomassa, entretanto a aplicacdo de leveduras floculantes na producao de
etanol ganhou visibilidade apenas nas décadas de 1980 e 1990 (ZHAO; BAI, 2009).

Leveduras floculantes sdo linhagens de leveduras selecionadas que desempenham papel
diferenciado no processo de obtencdo do alcool devido a capacidade de se aderirem umas as
outras formando agregados celulares. A utilizacdo de leveduras floculantes na produgdo do
bioetanol permite a eliminagdo da etapa de centrifugagdo, uma vez que estas leveduras
decantam na auséncia de acUcares fermentesciveis. Estas leveduras, apds transformarem os
acUcares presentes no meio em dalcool, se agregam em forma de flocos e concentram-se no
fundo do reator (BAI; ANDERSON; MOO-YOUNG, 2008).

A floculagdo de leveduras ¢ definida como uma agregacao nao sexuada, reversivel e
dependente de cdlcio para formacgdo de flocos que sedimentam rapidamente em meio liquido
de crescimento (STRATFORD, 1988). A floculagdo ¢ aderéncia das leveduras ocorrem devido
a presenca de proteinas especiais na superficie celular, que sdo codificadas pelo gene FLO.

Estas proteinas recebem o nome de floculinas ou adesinas e estdo presentes na parede celular
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apresentando diferentes propriedades de ligagdo a carboidratos especificos (ZHAO; BAI,
2009).

Para explicar o mecanismo envolvido na floculagdo Miki et al. (1982) propuseram um
modelo no qual as células apresentam um fator de reconhecimento. Na teoria “lectin-like theory
of floculation” sugere-se que as proteinas de superficies das leveduras floculantes funcionem
como lectinas, as quais se ligam, entdo, as mananas, carboidratos presentes na parede celular.
Tal estudo mostrou a presenca de interacdes extensas € intensas entre as mananas e lectinas.
Além disso, Miki et al. (1982) sugeriram que os ions Ca?*, das proprias células, atuam como
cofatores na manuten¢do da conformacao ativa das proteinas da superficie, aumentando assim
a capacidade das lectinas para interagir com carboidratos de a-manano (Figura 3.2) (SOARES,
2010).

Embora as lectinas tenham sido claramente demonstradas como envolvidas em
floculacdo, ainda ndo estd claro como lectinas e ligantes interagem especificamente (BAUER;

GOVENDER; BESTER, 2010).

Figura 3.2- Mecanismo da teoria da lectina na floculagdo da levedura Saccharomyces cerevisiae: (a) ions de
calcio permitem que as lectinas alcancem sua conformagéo ativa e (b) as lectinas ativam a floculagdo.

Residuos de manose da parede
(receptor)

Proteina FLO
(ativa)

Proteina FLO
(ndo ativa)

Ca’*(ativador) \L / \z
) @ '-.‘

(b)

Fonte: Soares (2010).
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Liu et al. (2012) utilizaram leveduras floculantes na fermentagdo em batelada com altas
concentragdes de glicose de 201 + 3,1 g/L (HG) € 252 + 2,9 g/L. (VHG). Os autores observaram
que a floculagdo da levedura forneceu uma protecdo para as células se adaptarem a rapida
mudanga de ambiente apds inoculagdo no meio HG e VHG, consequentemente nenhuma fase
lag foi observada no processo. Quando foi aplicado o controle do potencial redox, os
pesquisadores verificaram que a mudanca morfologica associada a floculacdio e o
microambiente criado dentro dos flocos de levedura atenuaram a flutuagao do potencial redox
em comparacdao a fermentagdo alcodlica com levedura nao floculante. Os metabdlitos sdo
ocluidos dentro dos flocos formados evitando sua liberacdo no caldo de fermentagdo,
beneficiando o processo.

Ali e Zulkali (2013) observaram que a utilizacao de leveduras floculantes na producao
de etanol, por processo continuo, provocou um impacto significativo, a floculacdo pareceu
reduzir a lavagem de células.

Tofalo et al. (2014), em um estudo comparativo, entre cepas de leveduras floculantes e
nao floculante, verificaram que a floculagao conferiu uma maior resisténcia ao estresse pelo
etanol, dessa forma, a floculagdo protege células que expressam FLO1 de ambientes
estressantes.

Santos et al. (2015) estudaram o comportamento da Saccharomyces cerevisiae de
caracteristica floculante em relagdo ao pH inicial do meio de fermentacdo, concluindo que o pH
influencia fortemente o comportamento floculante da levedura, em valores de pH de 4,0 o meio
tornou-se opaco e viscoso. Para fermentagdo iniciada em pH 5,0, maior rendimento e

produtividade foram observados, e ndo houve desfloculagio da levedura no final do processo.

3.7 Cinética da fermentag¢ao alcoolica

A cinética de processos microbianos tem como objetivo quantificar a taxa de
crescimento celular, consumo de substrato, formag¢do de produtos e demais parametros
relacionados. Além disso, o estudo permite o melhor entendimento de como fatores externos,
como pH, temperatura e inibidores, afetam essas taxas (VIEGAS, 1999).

Os modelos cinéticos de processos fermentativos recebem classificagdes em dois tipos:
quanto ao numero de componentes usados na representacao celular e quanto a heterogeneidade

da populagdo microbiana.
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Quanto ao nimero de componentes usados na representagao celular podem ser divididos
em:

- Modelos nao estruturados: o material celular ¢ representado por uma tnica variavel, a
massa celular ou o nimero de células, por exemplo, desprezando variagdes nos componentes
intracelulares;

- Modelos estruturados: as células sdo descritas considerando os componentes
intracelulares, o estado das células e sua adaptagdo ao meio ambiente.

Quanto a heterogeneidade da populacdo microbiana os modelos cinéticos sdo
classificados em:

- Modelos ndo segregados: o comportamento da populacdo celular é considerado
homogéneo.

- Modelos segregados: a populagdo celular ¢ heterogénea, apresentando distribui¢cdo de
idade, tamanho e de propriedades celulares (BONOMI; SHMIDELL, 2001; SOUZA, 2013).

Neste contexto os modelos cinéticos utilizados para descrever a atividade microbiana,
segundo Bailey e Ollis (1986), podem ser divididos em quatro grupos: ndo-estruturados e nao-
segregados, nos quais as células sdo consideradas como soluto monocomponente; estruturados
e nao-segregados, onde as células sdo tratadas como individuos multicomponentes com
composi¢do média semelhante; ndo-estruturados e segregados, onde as células sdo tratadas
como seres individuais distintos, descritos por um uUnico componente; e estruturados e
segregados, nos quais as células de microrganismos sdo consideradas como individuos distintos
e formados por multiplos componentes. No estudo da fermentagdo alcodlica, o modelo ndo-
estruturado e ndo-segregado ¢ o mais utilizado para descrever o comportamento das variaveis
envolvidas (VIEGAS, 1999).

Os modelos ndo-estruturados e ndo-segregados se baseiam na determinagdo da
velocidade especifica de crescimento do microrganismo (p) ou da produgdo de etanol pelo
decréscimo da velocidade especifica maxima por meio dos termos de inibi¢do ou limitagao
(ANDRIETTA, 1994).

A equagdo mais simples e popular para descrever o crescimento microbiano ¢
a equagdo de Monod (Equacdo 3.1), que expressa a velocidade especifica de crescimento do

microrganismo (i) como uma fungdo da concentracdo de substrato limitante (S).

(3.1)
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Em que pmax € a velocidade méxima de crescimento e Ks € a constante de Monod, que
representa o valor de S no qual a taxa especifica de crescimento ¢ a metade do seu valor médximo
(BONOMI; SHMIDELL, 2001). Entretanto, a equagao de Monod somente ¢ aplicavel quando
ndo héa presenca de inibidores de crescimento no meio de cultura, ou quando estes estao
presentes em quantidades que ndo afetem a taxa de crescimento celular (VIEGAS, 1999).

A taxa especifica de crescimento pode ser afetada pela presenca de inibidores no
meio de cultura, como substratos ou produtos formados. O etanol comega a ter efeito inibitorio
na taxa de crescimento a partir de 15 g/l (PACHECO, 2010).

Levenspiel (1980) descreveu um modelo para o crescimento celular contendo um termo
para inibi¢do pelo produto, além de considerar o efeito do substrato limitante (Ks). Han e
Levenspiel (1988) incluiram o termo de inibigdo pelo substrato, onde m ¢ a poténcia do termo

de inibigao pelo substrato (Equagao 3).

n m

M= Hrix (1 - P,:x ) (K:i- 5) (1 - S;x ) (3-2)

Na qual Pmax € a concentragao limite do produto inibidor.
No modelo cinético de Ghose e Thyagi (1979) ¢ considerado o efeito do substrato

limitante, a inibi¢ao pelo substrato e a inibi¢ao pelo produto (Equagao 3.3).

S 1 P
M = HUpax 2( ~ 7. ) 33
S+Ko+o— P (3.3)
1S

O modelo de Tosetto (2002), de acordo com a Equagao (3.4), apresenta um expoente no

termo de inibigdo pelo produto, o qual pode assumir valores diferentes de um.

n

S P
M= Horix z( P ) 3.4
SHK 4 rax G4

IS

Sendo: Ks a constante de saturacdo para o crescimento celular, Kis a constante de inibi¢do do
crescimento celular pelo substrato, Pnax a concentracdo de produto onde cessa o crescimento

do microrganismo e n a poténcia do termo de inibi¢ao pelo produto.
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Guidini et al. (2014) utilizaram o modelo cinético de Tosetto (2002) para descrever a
inibicdo da cinética de fermentagdo alcodlica em batelada alimentada pelo substrato e pelo
produto. A velocidade maxima de crescimento (lmax) encontrada foi de 0,103 h™!, e as constante
de saturacao (Ks) e de inibi¢ao (Kis) foram 30,24 g/L e 109,86 g/L, respectivamente, obtendo
um bom ajuste ao modelo.

Pinheiro et al. (2017) conseguiram descrever com precisdo a dinamica de produgdo de
etanol por S. cerevisiae CCA008 floculante crescendo em suco de caju utilizando o modelo de
Ghose e Tyagi (1979), obtendo pumax, Ks e Kis iguais a 0,200 h', 23,59 g/L e 103,44 g/L,

respectivamente.
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4 MATERIAL E METODOS

A Figura 4.1 apresenta o fluxograma de todas etapas realizadas neste trabalho a fim de

facilitar a compreensdo dos caminhos percorridos durante o estudo.

Figura 4.1 - Fluxograma representativo das etapas realizadas no trabalho.
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4.1 Material

4.1.1 Microrganismo e meio de cultura

As leveduras, utilizadas nesse trabalho, de caracteristicas floculantes, Saccharomyces
cerevisiae C2/00, C2 1/00, C14 e C4 1/00 foram doadas pelo Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA), Campinas-SP. Estas foram mantidas
em ultrafreezer com solucdo glicerol 20%. Além disso, as culturas foram mantidas nos estados
solido e liquido, em refrigerador, a 7 = 1 °C, e eram repicadas semanalmente em meio liquido
e a cada 2 meses em meio solido.

A composicao do meio de cultura liquido para crescimento e repique das células foi

composto por sacarose (125 g/L), KH2POg4 (5 g/L), MgS04-7 H20 (1 g/L), [NH4]>SO4 (2 g/L)
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e extrato de levedura (6 g/L). J4 no meio sélido foi utilizado os mesmos reagentes, entretanto
com concentragdo de sacarose 100 g/LL e concentragdo de agar-agar de 30 g/L. (PACHECO,
2010). Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, com excec¢do da sacarose, a qual
foi substituida pelo agtcar cristal comercial.

As fermentagdes foram realizadas utilizando meios a partir de melago de cana-de-agucar

doado pela empresa Usina Uberaba S.A., localizada em Uberaba — MG.

4.1.2 Unidade experimental

As fermentagdes em batelada alimentada foram realizadas no biofermentador
(TECNAL TEC BIO PLUS) com volume ttil de 1.200 mL, sendo este volume utilizado nas
fermentagdes. A Figura 4.2 apresenta esquematicamente a unidade de trabalho e a Figura 4.3

apresenta o fermentador operando em batelada alimentada.

Figura 4.2- Unidade de trabalho.

Recirculagao
' de meio
Bomba Bomba Meio de
peristéaltica Reator peristaltica alimentagio

Fonte: Autora.

Os experimentos foram realizados sem agitacdo mecanica. A temperatura foi mantida a
32 + 0,5°C e o pH do meio foi ajustado em 4,5 apenas no inicio de cada fermenta¢do com a
adi¢do de HCI 2N. A alimentacdo do meio de cultura e a recirculagdo de meio foi realizada por
uma bomba peristaltica, com vazdo controlada. A aeracdo foi realizada com uma bomba de 6
W (Maxxi Compressor PRO-9000) e a vazdo de ar foi controlada com o auxilio de um
anemometro, o qual mediu a velocidade do ar. A partir do valor da area do orificio do reator
onde foi inserida a aera¢do, a taxa de aeragao foi definida em volume de ar por volume de meio

fermentado por minuto (vvm). Para o controle da espuma formada durante a fermentagdo foi
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utilizado o antiespumante ENG450, doado pela empresa Bevap, localizada em Joao Pinheiro -
MG.

Figura 4.3- Fermentador operando em batelada alimentada.
Cnt L R s
.

4.1.3 Preparo do inéculo

As culturas celulares foram repicadas do meio sélido para o meio sintético transferindo
as células, com o auxilio de uma alga de platina, para o meio liquido contido em erlenmeyers
de 125 mL. Estes foram mantidos em shaker a temperatura de 32°C e agitagdo controlada de
120 rpm por tempo aproximado de 24 horas. Apds este periodo e a decantagdo das células, o
sobrenadante foi descartado e um novo meio adicionado. Novamente as células foram
incubadas em shaker por 24 horas. A troca de meio dos erlenmeyer foi realizada até obter
quantidade suficiente de células para realizagdo dos experimentos. A medida que o volume de

células aumentou ocorreu o aumento do volume dos erlenmeyers utilizados.
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4.2 Metodologias

4.2.1 Métodos analiticos

4.2.1.1 Caracterizacio do melaco de cana-de-acgicar

Os metais calcio, cobalto, ferro, magnésio, manganés, potassio, sodio e zinco presentes
nas amostras de melago de cana-de-agucar doado pela empresa Usina Uberaba, foram
quantificados utilizando o espectrofotometro de absor¢do atdomica, marca Shimadzu, modelo
AA-7000.

O nitrogénio total foi quantificado empregando a técnica de combustio catalitica com o
aparelho analisador Total Organic Carbon Analyzer TOC-L CPH/CPN da Shimadzu.

A quantidade de soélidos soluveis em massa no melaco foi quantificado utilizando o
refratdbmetro analogico. Uma relacdo entre a quantidade de sélidos soluveis (°Brix) e actcares
redutores totais (ART) foi obtida por regressdo linear de uma curva construida a partir da
quantificagdo de ART em g/L e °Brix de solu¢des de melago em diferentes concentracdes.

Para a quantificagdo de ART foram determinadas as concentracdes dos agucares
sacarose, glicose e frutose por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A sacarose foi
convertida em ART considerando que 1 g de sacarose ¢ equivalente a 1,053 g de ART, entdo
as concentragdes destes agucares foram somadas.

Os 4acidos organicos, hidroximetilfurfural e furfural foram quantificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. As amostras foram diluidas, filtradas e injetadas no
sistema cromatografico, marca Shimadzu, modelo LC-20A Prominence, com coluna
Supelcogel C-610H, equipado com detector de indice de refracdo e ultra violeta. A leitura do
acidos organicos ocorreu em um comprimento de onda de 210 nm. A fase movel utilizada foi

o0 4cido fosforico (H3PO4) 0,1% na vazao de 0,5 mL/min e a temperatura do forno foi de 32°C.

4.2.1.2 Analise das concentracgdes de acgticares e alcool por cromatografia liquida de alta

eficiéncia

As concentragdes de agucares (glicose, frutose e sacarose) e etanol foram analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em todas as fermentagdes. O processo cromatografico

consiste na particdo dos componentes de uma mistura entre a fase movel e a fase estacionaria.
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A amostra foi diluida, filtrada e injetada no sistema cromatografico, marca Shimadzu, modelo
LC-20* Prominence, com coluna Supelcogel K, na qual os componentes sdo separados, além
disso, utilizou-se um detector de indice de refracao. A fase moével utilizada foi o fosfato de
potassio dibasico (KoHPO4) 15 mmolar na vazao de 0,5 mL/min e a temperatura do forno foi

de 85°C.

4.2.1.3 Concentracao e viabilidade celular de leveduras

A concentragdo celular e a viabilidade celular foram realizadas por contagem em camara
de Neubauer. As amostras foram retiradas do reator, diluidas com solu¢do 5 mM de EDTA em
tampao citrato pH 3 e mantidas nestas condigdes por 30 minutos para desfloculagao das células,
para possibilitar a contagem das mesmas (MATSUMOTO et al., 2002). A técnica de coloracao
com azul de metileno consiste em se misturar 5 mL da suspensdo de levedura (amostra),
adequadamente diluida, e duas gotas da solugdo corante (azul de metileno). As células com alta
atividade fisioldgica ndo se colorem, enquanto as células inativas (mortas) apresentar-se-ao
coloridas de azul.

A contagem ¢ realizada transferindo-se, com uma pipeta de Pasteur, a amostra para a
camara de Neubauer para, entdo, ser visualizada no microscopio com aumento total de 400X.
A contagem de leveduras foi realizada nos campos 1 e 2 da camara de Neubauer nos cincos
quadrantes (E1, E2, E3, E4 e ES), representados na Figura 4.4. Posteriormente, o nimero de
células por mL foi determinado pela Equag¢ado (4.1) (EMBRAPA MEIO AMBIENTE, 2012). A
viabilidade celular ou porcentagem de células vidveis foi determinada pela razdo das células

vidveis pelo total de células.
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Figura 4.4 - Camara de Neubauer e posicao dos quadrantes.
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Onde C1 e C2 sdo as médias das contagens dos cincos quadrantes de cada campo.

4.2.2 Metodologia experimental

4.2.2.1 Selecao da levedura

Foram realizados dois experimentos com o intuito de selecionar, dentre as cepas de
Saccharomyces cerevisiae C2/00, C2 1/00, C14 e C4 1/00, a mais apta para o processo de
fermentagdo alcodlica utilizando meio a base de melaco. Os pardmetros avaliados nestes

experimentos foram a capacidade fermentativa e a capacidade de floculagao.

4.2.2.1.1 Capacidade fermentativa

A capacidade fermentativa ¢ um sistema de classificacdo de leveduras que leva em
consideracdo as caracteristicas cinéticas, de rendimento e produtividade das linhagens.

Para determinagdo da capacidade fermentativa, os experimentos foram realizados em
shaker, com controle de temperatura a 32°C e agitacdo de 150 rpm. O volume inicial de células
foi igual a 10% (v/v), de forma que a concentragdo inicial de células foi igual a 10® células/mL.
Os ensaios foram realizados em triplicata para cada cepa, em frascos de erlenmeyer de 250 mL,

contendo 100 mL de meio de cultivo estéril composto por: sacarose (150 g/L), KH2PO4 (5 g/L),
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MgS0O4-7 H20O (1 g/L), [NH4]2SO4 (2 g/L) e extrato de levedura (6 g/L). O pH do meio foi
corrigido para 4,5 com adi¢do de acido cloridrico 2N. No tempo 0 h e apds o tempo de
incubacdo de 24 h, foram analisados o teor de agucares redutores totais, de etanol e a
concentragdo celular por contagem em camara de Neubauer.

Neste sistema de classificacao, foram utilizados seis pardmetros para comparacao entre
as cepas, sendo eles: rendimento celular (Yyss), velocidade de consumo de sacarose (VCS), nivel
de conversdo de substrato (NCO), produtividade (0) e coeficiente de rendimento em etanol
(Y,5) e velocidade especifica de crescimento (imax) (ANDRIETTA; MIGLIARI; ANDRIETTA,
1999; STECKELBERG, 2001).

Rendimento celular (Yxs)
O rendimento celular ¢ determinado pela razao entre o numero de células produzida ¢ a

massa de agucares redutores totais consumida (g) (Equagao 4.2).

MX

Onde,
Y,/s= Rendimento celular (CEl/gsubstrato);

MX = Quantidade celular produzida (cél);
M5 =Massa de ART consumida (g).

Velocidade de consumo de substrato (VCS)
Expressa a massa de substrato consumido (g) por volume de meio em fermentacao (L)
por unidade de tempo (h) (Equacao 4.3). Este parametro fornece a velocidade com que a cepa

de levedura consome o actcar disponivel.

(4.3)

Onde,

VCS = Velocidade de consumo de substrato (g/(L-h));
M5 = Massa de ART consumida (g);

V,, = Volume de meio (L);

ty = Tempo de fermentagdo (h).
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Nivel de conversao de acucar (NCO)
Este parametro expressa a quantidade de agtcares consumida em relacdo ao agucar
inicial (Equacao 4.4). Ele indica a afinidade do microrganismo com o substrato, ou seja, a

capacidade do microrganismo de crescer em baixas concentragdes de agticares.

o= Bi=Mr 00 4.4
= 5 (44)

Onde,

NCO = Nivel de Conversdo de ART (%);
MS;= Massa de ART inicial (g);

MS¢= Massa de ART final (g).

Produtividade (Q)
Expressa a massa de etanol produzida (g) por volume (L) de meio em fermentagao por
unidade de tempo (h) (Equagdo 4.5). Este parametro permite determinar a velocidade de

transformagao do agticar em etanol.

_ ETOH

(4.5)

Onde,

@ = Produtividade (g/(L-h));
ETOH = Massa de etanol (g);
V, = Volume de meio (L);

ty = Tempo de fermentagao (h).

Coeficiente de rendimento em etanol (Y,s)
Expressa a massa de etanol produzida em relagdo a massa de ART consumida. (Equagao

4.6). Este parametro indica o rendimento em alcool que a cepa de levedura alcanga.

Foys = (4.6)
Onde,
Yps= Coeficiente de rendimento em etanol em relacdo ao acglicar consumido (g de
etanol/g de ART);

ETOH= Massa de etanol (g);
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M5 = Massa de ART consumida (g).
Com os resultados dos parametros analisados no estudo da capacidade fermentativa, foi
realizada a andlise de varidncia (ANOVA) e o teste de Tukey (o = 5%) para avaliacdo das

médias obtidas, utilizando o software STATISTICA® 7.0.

4.2.2.1.2 Capacidade de floculacio

Os ensaios de floculagao, realizados com as quatro cepas C2/00, C2 1/00, C4 1/00 e C14
basearam-se na quantificacdo de células em suspensdo no decorrer do tempo. A metodologia
utilizada foi descrita por Gomes et al., 2012.

Antes da realizagao do teste de floculacao foi realizada uma fermentagdo a temperatura
ambiente, em mesa agitadora (150 rpm) por 13 horas em erlenmeyer de 250 mL. Utilizou-se
100 mL de meio composto por: sacarose (100 g/L), KH2PO4 (5 g/L), MgS047 H20 (1 g/L),
[NH4]2SO4 (2 g/L) e extrato de levedura (6 g/L) e 4% de concentragdo celular. Em seguida o
ensaio foi realizado em triplicata.

Para avaliagdo da capacidade de floculagdo da levedura retirou-se 25 mL do meio
fermentado. Centrifugou-se a amostra, descartou-se o sobrenadante e posteriormente as células
de levedura foram lavadas duas vezes com solugdo desfloculadora de NaCl 15 g/L (pH 3) e
recuperadas por centrifugacdo. As células resultantes da tltima lavagem foram transferidas para
um cilindro de 25 mL e o volume foi completado com solu¢do desfloculadora. Em seguida, 1
mL de CaCl, 100 mM foi adicionado para induzir a floculagdo. Agitou-se a mistura e amostras
de 40 pL foram retiradas do mesmo nivel do cilindro de 2 em 2 minutos até totalizar o tempo
de 10 minutos. As amostras foram diluidas até completar 2 mL e foi realizada a leitura da
absorbancia a 600 nm das amostras. Um ensaio sem CaCl, serviu como controle. Perfis de
sedimentacdo foram obtidos pela plotagem da porcentagem de células de levedura em

suspensao em relagdo ao controle para cada ponto de amostragem.

4.2.2.2 Tempo de geracao

Com o objetivo de conhecer melhor as caracteristicas de crescimento da cepa
selecionada foi determinado o tempo de geragao. O experimento foi realizado em triplicata, em
erlenmeyers de 250 mL sendo adicionados 0,5 g de decantado celular (obtido por sedimentacgao)

juntamente com 100 mL de meio sintético: sacarose (100 g/L), KH2PO4 (5 g/L), MgS0O4-7 HO
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(1 g/L), [NH4]2SO4 (2 g/L) e extrato de levedura (6 g/L). A concentracdo inicial de células foi
9.10° cel/mL. Os erlenmeyers foram colocados em shaker com controle de temperatura (32°C)
e agita¢ao (150 rpm) por 3 horas. A cada 30 minutos 1 mL do meio foi retirado e diluido 10
vezes com solugdo 5 mM de EDTA, em tampao citrato, pH 3, para contagem de células em

camara de Neubauer.

A velocidade especifica de crescimento e o tempo de geracdo foram calculados a partir
da curva de crescimento do numero de células vidveis versus tempo. A velocidade especifica
de crescimento esta relacionada com o coeficiente angular da equagdo linear do logaritmo
natural do nimero de leveduras (InX) em funcdo do periodo de fermentacdo (t), a qual foi
determinada pela regressao linear.

Sendo a velocidade especifica de crescimento (i) dada pela Equacao 4.7.

p=oo (4.7)

Onde X representa a concentracdo de leveduras e t o tempo em horas. Como o tempo de
geracao (tg) € o tempo necessario para duplicagdo da populagdo celular, entio X=2Xo, logo o

tempo de geragdo ¢ dado pela Equagao 4.8 (HISS, 2001).
ty =— (4.8)

4.2.2.3 Fermentacdo em batelada com meio a base de melaco com e sem adicio de

nutrientes

Inicialmente foram realizadas algumas fermentacdes com a intengdo de verificar o
comportamento da cepa escolhida em meios com diferentes concentracdes de melaco. Baseado
no estudo de Santos (2014), onde a utilizagdo de concentragdes de melago acima de 40% v/v
resultou na dissolucao dos flocos formados pelas leveduras floculantes, determinou-se a faixa
de concentragdes de melaco na composi¢do de cada meio utilizado.

As fermentagdes, realizadas em triplicata, foram conduzidas em shaker, a 32°C e 150
rpm por um periodo de 18 h, com 18% de célula decantada. O meio de fermentagdo foi
composto por solucdo de melaco de cana-de-aglicar nas concentracdes de 13,6; 16,4; 20,5; 24,6
e 30% v/v, que correspondem as concentragdes de 134,5, 164,8, 191,9 e 244,5 g/L de ART,
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respectivamente, em dois grupos de experimentos, com e sem suplementa¢ao com os seguintes
sais: KH2PO4 (5 g/L), MgS04-7 H20 (1 g/L), [NH4]2SO4 (2 g/L) e extrato de levedura (6 g/L).
A defini¢ao das concentragdes de sais foi baseada na composi¢do do meio liquido para
crescimento celular, proposta por Pacheco (2010).

O pH do meio foi corrigido para 4,5 com adicao de 4cido cloridrico 2N. Nos tempos
iniciais ¢ em 18 h de fermentagdo foram retiradas amostras para determinacdo dos teores de

agucares (sacarose, frutose e glicose), etanol e concentragao celular.

4.2.2.4 Fermentacao em batelada alimentada utilizando melaco de cana-de-actcar

Baseado nas eficiéncias obtidas na fermentagcdes em batelada, novas fermentagoes
foram conduzidas em batelada alimentada com concentracdes moderadas e altas de aglcares
redutores totais. As condi¢des das fermentagdes, assim como o preparo do inoculo, foram
baseadas no estudo de Guidini et al. (2014) com algumas modifica¢cdes de acordo com
experimentos preliminares. Durante todo o processo utilizou-se recirculagao de meio, no qual
a bomba retirava meio do fundo do reator e o retornava pela sua tampa com o intuito de
promover uma melhor homogeneizagdo. A temperatura foi mantida constante em 32°C. O meio
de fermentacdo utilizado foi a base de melaco de cana-de-agucar. O pH do indculo e do meio
de alimentacdo foram corrigidos para 4,5 com 4cido cloridrico 2N. Para o controle da espuma

formada durante a fermentagao utilizou-se antiespumante, quando necessario.
As fermentacdes vinculadas a este item adotaram as seguintes condi¢des de processo:

e (Concentragao de inoculo no reator: 30% (v/v);
e Tempo de enchimento: 6 h;
e Vazio de alimentacao do substrato: 0,140 L/h;

e Vazio de recirculacao: 39,12 L/h.

4.2.2.4.1 Estudo da aeraciao em fermentacio NG com melago e levedura floculante

Para verificar a influéncia da aeragdo no rendimento da fermentacdo alcodlica em
batelada alimentada utilizando melaco de cana-de-agucar foram realizadas duas fermentagdes
nas mesmas condig¢des, sendo que em uma delas foi incluida uma aeragdo de 0,2 vvm (volume
de ar por volume de meio fermentado por minuto) durante todo o processo. A taxa de aeracao

foi determinada baseado no estudo de Arshad et al. (2017) e Rivera et al. (2017).
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O indculo consistiu de 220 mL de decantado celular adicionados de 140 mL de solucao
de melago contendo 155 g/L. de ART, totalizando 360 mL. Durante 6 horas o sistema foi
alimentado com meio a base de melaco com concentragao de 200 g/l de ART até o reator
atingir um volume de 1.200 mL. O total de ART adicionado ao sistema foi, em média, de 164

g/L. O tempo total de fermentagado foi de 12 h.

4.2.2.4.2 Analise das fermentacoes HG e VHG utilizando melaco com leveduras

floculantes

Foram realizadas fermentagdes em batelada alimentada em concentragdes HG ¢ VHG
de acgucares presentes no melaco. Inicialmente foi realizada uma fermentacao preliminar, na
qual o indculo consistiu de 220 mL de decantado celular adicionados de 140 mL de solucao de
melaco contendo 285 g/l de ART, totalizando 360 mL. Durante 6 horas o sistema foi
alimentado com meio a base de melago (285 g/L de ART) até o reator atingir um volume de
1.200 mL. O total de ART adicionado ao sistema foi de 234 g/L. O tempo total da fermentacdo
foide 12 h.

Posteriormente foram realizadas as fermentagdes 1, 2 e 3, as quais apresentaram
concentragdes de agucares redutores no meio de alimentagdo e o tempo de fermentagdo
especificos para cada experimento. O indculo consistiu de 220 mL de decantado celular
adicionados de 140 mL de solugdo de melaco contendo 155 g/L. de ART, totalizando 360 mL.
Durante 6 horas o reator foi alimentado com meio a base de melaco nas concentracgdes de 271,
290 e 331 g/L de ART para as fermentagdes 1, 2 e 3, respectivamente. O tempo total do processo
para as fermentacdes 1, 2 e 3 foi de 30, 33 e 36 horas, apresentados na Tabela 4.1. As condi¢des

do processo das trés fermentacdes foram:

Tabela 4.1 - Condigdes das fermentacdes em batelada alimentada.

Concentracio da

. Tempo total de - . N ART total adicionado
Fermentacao fermentacio (h) solucao de alimentacao (@/L)
¢ (¢/L de ART) g
1 30 271 209
2 33 290 222
3 36 331 250
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4.2.2.5 Estudo da producio maxima de etanol na fermentacio alcodlica (P’ max)

O objetivo da determinacao de P’max foi quantificar a concentragdo maxima de etanol
que a levedura C2/00 seria capaz de alcancar durante o processo fermentativo até a inibigao
total pelo produto, ou seja, ndo haver mais produgao de etanol nem consumo de agticar. O ensaio
foi realizado em reator com volume util de 1.200 mL, iniciando em batelada com um volume
de 800 mL, com concentracdo celular de 18% (v/v) e concentracdo de melago de 29% (v/v),
que corresponde a 189,6 g/l de ART (GUIDINI et al., 2014). A recirculacio de meio foi
realizada durante todo o processo. Quando a concentragdo de agucares redutores totais (ART)
atingiu valores menores que 10 g/L (13,35 h) foi adicionado ao reator 0,1 L de solucdo de
melaco com concentracao de 450 g/L de ART e, posteriormente, no tempo 22,5 h, mais 0,1 L

de solucdo de melaco com concentragao de 500 g/L de ART foi adicionado.

4.2.2.6 Cinética da fermentacao alcoodlica em batelada alimentada

O modelo cinético escolhido para descrever o comportamento cinético da fermentacdo
2 foi 0 modelo de Ghose e Thyagi (1979) modificado por Tosetto (2002), baseado no trabalho
de Guidini et al. (2014) que utilizaram este modelo para estimar os parametros cinéticos da
fermentagdo em batelada alimentada de meio sintético pela cepa floculante C2/00. Sonego e
colaboradores (2016) também obtiveram excelentes ajustes utilizando este modelo para
descrever o comportamento cinético na fermentagdo em batelada alimentada para producao de

etanol.

4.2.2.6.1 Modelagem matematica da batelada alimentada

A fermentagdo em batelada alimentada ¢ conduzida em duas etapas. Na primeira etapa
ocorre a alimentacao do mosto ocorrendo variacao do volume do reator (V) de acordo com a
vazdo de alimentagdo (F). Produzindo etanol as células atendem suas necessidades de energia
para crescimento e manutencao. A manuteng¢ao celular ¢ a energia requerida para apoiar fungdes
celulares como reparos, sintese de proteinas, entre outros (RIVERA et al., 2017). Considerando
a geracao de produto associada e ndo associada ao crescimento celular e a contribuicdao de

substrato para o crescimento ¢ manuten¢do celular, o balanco de massa para células (X),
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substrato (S) e etanol (P) na fermentacao batelada alimentada pode ser descrito pelas Equagdes

49,4.10e4.11.

dx F
=X —-X—- 49
ac M v 49)
S _ s _s L X —mx 4.10
dt_(a )V Yx/SM mS (' )
P _Yos v rmx—pl 4.11
at Y T v @.10)

Onde:

X = Concentracdo celular (células viaveis/L);

i = taxa especifica de crescimento celular (h™');

S = concentragdo de aglicares redutores totais no reator (g/L);

Sa = Concentragdo de aglicares redutores totais na alimentacdo (g/L);

Y, /s = coeficiente de rendimento celular (cél/g;);

Yp/s = coeficiente de rendimento em etanol em relagdo ao agucar consumido (ge/gs);
m, = constante de manutengao celular (g/(cél.h));

m,, = constante de produgdo de etanol ndo associado ao crescimento (g/(c€l.h));

P = concentragdo de etanol (g/L).

Finalizada a alimentagdo inicia-se a segunda etapa, onde o processo fermentativo
continua até que todos os acucares sejam consumidos ou nao ocorra mais formagao de etanol.
Assim F ¢ igual a zero e entdo o balango de massa para células (X), substrato (S) e etanol (E) ¢

descrito por uma batelada convencional, de acordo com as equagdes 4.12, 4.13 e 4.14.

dx
& X 4.12
a (4.12)
s _ 1o
dt = YT ¢-13)
AP Yps
— = X +myX
dt ~ YT (4-19)
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O modelo cinético utilizado neste trabalho foi o modelo de Ghose e Thyagi (1979)

modificado por Tosetto (2002), descrito pela Equacao 4.15.

K= Hnx ( o2 ) (1 - p:x )n (4.15)

Onde:

Unixe = taxa especifica maxima de crescimento celular (h™');

K = constante de saturacdo para o crescimento celular (g/L);

K; s = constante de inibi¢do do crescimento celular pelo substrato (g/L);

P,;, = concentragdo méaxima de etanol quando cessa o crescimento celular (g/L);

n = constante adimensional, poténcia do termo de inibi¢ao pelo produto.

Os coeficientes de rendimento celular e de etanol foram determinados por meio das

Equagdes 4.16 e 4.17.

5T (Ve = V)Sa — SeVi + SoVs (4.16)

. Py — PV wrn
P15 (Vs = V) Sa — SeV + SoVo '

Os subscritos 0 e f indicam inicial e final, respectivamente.

4.2.2.6.2 Ajuste matematico dos parametros cinéticos

Depois de determinados os pardmetros Yy /s, Yp/s € P’max 08 parametros cinéticos foram
estimados utilizando o método de regressao nao linear de Nelder e Mead (1965). O método
numérico para resolu¢do das equagdes diferenciais do modelo foi o Runge-Kutta (GILL, 1951).
A minimizac¢do da soma dos quadrados dos residuos foi utilizada como critério para melhor
ajuste e otimizacao dos parametros. As resolucdes numéricas foram implementadas no Scilab-

6.0.1.
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4.2.3 Calculo de rendimento, produtividade e eficiéncia da fermentacao alcodlica

O rendimento em etanol foi calculado em relagdo ao etanol produzido pelo total de
acucar redutor (ART) adicionado utilizando o melago de cana-de-acticar. Para expressar o
rendimento da producao de etanol em porcentagem (Equagao 4.18) considerou-se o rendimento

teorico de 0,511 geanol/gart como 100%.

Pfo_P()VO
(Vr — V)Sa + SoVo (4.18)

Rend (%) = 0511 x100

Onde,

S = Concentracao de agucares redutores totais no reator (g/L);

Sa = Concentragdo de aglicares redutores totais na alimentacdo (g/L);
P = concentragdo de etanol no reator (g/L).

IV = volume do reator;

Os subscritos 0 e f indicam inicial e final, respectivamente.

A produtividade foi calculada em relacdo ao etanol produzido pelo tempo total de

fermentagdo (Equacdo 4.19).

PV =PV 1

?
7

(4.19)

Onde,
@ = produtividade em etanol (g/L.h);

t =tempo de fermentacao (h).

A eficiéncia da fermentagao alcodlica foi calculada em relagdo ao etanol produzido pelo
total de agucar redutor (ART) consumido. Para expressar o rendimento da producao de etanol
em porcentagem (Equagdo 4.20) considerou-se o rendimento tedrico de 0,511 getanol/garT COMO

100%.
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Pfo - P()VO
_\(VF = V)Sa — SpVr + SV

)

Ep/arr = 0,511

Onde,

€p/arr = Efici€ncia da fermentagao alcodlica (%),

x100

(4.20)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sele¢ao da Levedura

A utiliza¢do do teste da capacidade fermentativa permitiu selecionar a cepa, dentre as
quatros cepas estudadas, que apresentou melhores resultados dos parametros analisados. Ele é
importante principalmente para detectar diferengas no rendimento e produtividade de cada cepa.
Ja o estudo da capacidade de floculagdo da levedura permitiu avaliar as caracteristicas de
sedimentacdo de cada cepa. Apesar de todas cepas apresentarem caracteristicas floculantes, elas
apresentam diferencas na formagdo de flocos, o que, consequentemente, interfere no tempo de
decantacdo de cada célula. As Figura 5.1 e 5.2 apresentam o comportamento de cada cepa em
meio de crescimento. Verificou-se que os quatro tipos de células formaram flocos definidos.
Os meios apresentaram determinada turbidez, apenas com a C2/00 ele ficou totalmente

transliicido ap6s o consumo dos agticares.

Figura 5.1 - Formag&o de flocos em meio de crescimento.

W2

C21/00

Figura 5.2 - Comportamento das cepas floculantes em meio de crescimento.
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5.1.1 Capacidade Fermentativa

A Tabela 5.1 apresenta os parametros obtidos relativos a capacidade fermentativa para

cada cepa estudada de Saccharomyces cerevisiae.

Tabela 5.1 - Pardmetros cinéticos obtidos para cada cepa.

Parametro C2/00 C2 1/00 Cl14 C41/00
Y5 (Zet/are) 0,45+ 0,04 (a) 0,40+0,03 (a) 0,41+0,01 (a) 0,41+0,01 (a)
PROD (g./L.h) 2,80+ 0,20 (a) 2,860,18 (a) 3,0620,17 (a) 2,86:0,05 (a)
VCS (gar/L.h) 6,25+ 0,15 (b) 7,06+0,15 (a) 7,44%0,37 (a) 7,00£0,03 (a)
NCO (%) 99,11+ 0,09 (a)  99,2140,16 (a)  99,14+0,02 (a)  99,23+0,15 (a)
Yis (cel/gare) 1,20E-+08+ 8,75E+07+ 1,51E+08+ 1,39E-+08+
9,63E+07 (a) 7,60E+07 (a) 1,92E+07 (a) 6,58E+07 (a)

Tratamentos seguidos de mesma letra sdo estatisticamente iguais pelo teste de Tukey, com a=5%. Y: coeficiente
de rendimento em etanol; PROD: produtividade; VCS: velocidade de consumo de substrato; NCO: nivel de
conversao de agucar; Yys: rendimento celular.

As cepas C2/00, C2 1/00, C14 e C4 1/00 apresentaram coeficiente de rendimento em
etanol (Yps) e produtividade que ndo diferiram estatisticamente. Segundo Migliari (2001)
quanto maiores os parametros de produtividade e rendimento melhor sera a levedura para o
processo. As quatro cepas apresentaram excelente nivel de conversdo de substrato (NCO),
evidenciando alta afinidade das leveduras com o substrato e seu poder de crescer em baixas
concentragdes de agucares. Da mesma forma, o rendimento celular (Yxss) das quatro cepas foi
similar, a C2 1/00 apresentou o menor rendimento celular, indicando menor desvio de agucar
para a produgdo de células. Maior variagdo entre os resultados foi encontrada para velocidade
de consumo de substrato (VCS), sendo a menor velocidade encontrada para a cepa C2/00.

Realizando a analise de varidncia entre as cepas estudadas, para quase todos os
parametros cinéticos, com exce¢ao da VCS, as cepas nao foram estatisticamente diferentes ao
nivel de 5% de significancia. Realizando o teste de Tukey para o parametro VCS (Tabela 5.1),
verificou-se que apenas a cepa C2/00 difere das demais, apresentando a menor VCS.

Santos (2014) e Guidini et al. (2014) estudaram a capacidade fermentativa de seis cepas
floculantes, e da mesma forma a cepa C2/00 apresentou resultados satisfatorios. No entanto os
resultados para coeficiente de rendimento da fermentagdo (0,50 ger/gsac) € produtividade (3,6
ge/L.h) foram maiores do que os obtidos neste trabalho. Este fato pode ser justificado pelo
armazenamento da levedura, o qual pode ocasionar perda da atividade da levedura e também
pela frequéncia da utilizagdo das leveduras em outros processos, o que as tornam mais ativas
devido a adaptacao.
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5.1.2 Capacidade de floculacio

A Figura 5.3 apresenta os perfis de sedimentagdo das diferentes leveduras floculantes.
Cada ponto foi plotado considerando a porcentagem de células em suspensao para cada tempo

em relagdo ao controle no mesmo tempo.

Figura 5.3 - Perfis de sedimentagdo das quatro cepas de leveduras floculantes.

—u—C4 1/00
e— (C2/00
A—C2 1/00

—v—Cl4
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. ; - .
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e
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Pela analise do gréfico verifica-se que as cepas C14 e C2/00 apresentaram excelente
sedimentacdo, enquanto as cepas C2 1/00 e C4 1/00 permaneceram por mais tempo em
suspensao. Apds 2 minutos a quantidade de células C14 em suspensdao permaneceu constante,
ao contrario, a C2/00 continua sedimentando de forma que ao final de 10 minutos a C2/00
apresentou menor quantidade de células em suspensdo e o meio mais translucido se comparado
aos outros estudos de capacidade de floculagdo deste trabalho. Dessa forma, a cepa C2/00
apresentou melhor capacidade floculante e portanto melhor sedimentacao.

Cruz (2019) avaliou a capacidade de floculagdo da cepa FL-20 apds uma fermentagao
em reator air-/ift ao final da fase batelada e da fase continua. O teste apontou que 25% e 80%
das células permaneceram em suspensdo ao final da fase batelada e da fase continua,
respectivamente. As células C2/00 utilizadas no presente estudo nas fermentagdes batelada
alimentada com melago (item 5.5) ndo desflocularam e mantiveram a mesma velocidade de
sedimentacao obtido na Figura 5.3.
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Assim, a cepa Saccharomyces cerevisiae C2/00 foi selecionada para a continuag¢do do
trabalho, pois apresentou bons resultados, em relacao ao rendimento e produtividade, maior

velocidade de sedimentacao e formagao de flocos definidos.

5.2 Tempo de geracao

Para que a fermentacdo resulte em um produto economicamente vidvel, o
microrganismo deve ser capaz de se multiplicar rapidamente e produzir a substincia de
interesse em um periodo relativamente curto. A produ¢do de etanol, dependendo das condigdes
do processo, pode estar associada a reproducdo do microrganismo e ao consumo de substrato
(HISS, 2001; MARTINEZ et al., 2014), sendo assim, ¢ imprescindivel a determinagao do tempo
de geracdo. O tempo de geragdo ¢ o tempo necessario para que o numero total de células
duplique e estes tempos variam entre os microrganismos e depende do meio e das condigdes de

incuba¢ao (MADIGAN et al., 2010).

Para avaliar o tempo de geracdo realizou-se um processo fermentativo onde o nlimero
de células foi acompanhado ao longo do tempo. Com os valores obtidos na fase exponencial do
crescimento, plotou-se o grafico (Figura 5.4) e obteve-se o modelo da equagdo por regressao
linear. A velocidade especifica de crescimento (n) € dada pelo coeficiente angular da Equagao

5.1, sendo, portanto, igual a 0,6472 h™.

InX=1nXy, + ut (5.1)

Substituindo p na Equacao (4.8) tem-se o valor do tempo de geragdo (Equagdo 5.2).

t, = =1,071h 52
90,6472 (3-2)
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Figura 5.4 - Regressao linear para determinacdo da velocidade especifica de crescimento.
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Aplevicz (2013) avaliou duas cepas de S. cerevisiae, SC1 e SC2, isoladas do fermento
natural de uva, quanto ao tempo de geragdo e a velocidade especifica de crescimento utilizando
como substrato o suco da uva Niagara rosada, obtendo para a cepa SC1 velocidade especifica
e tempo de duplicagdo iguais a 0,573 h™! e 1,20 h, respectivamente. Enquanto para a cepa SC2
encontrou-se velocidade especifica igual a 0,331 h!' e tempo de geragdo igual a 2,09 h.
Nogueira (2018) determinou o tempo de duplicagdo da S. cerevisiae PE-2, isolada da usina da
Pedra, cultivada em maltose, peptona e extrato de levedura e obteve valor igual a 2,03 h com
velocidade especifica maxima igual a 0,341 h™!. Patrascu et al., (2010) determinou o tempo de

d™ em meio a base de melago diluido obtendo valor igual

geracdo da S. cerevisiae Ethanol Re
a 1,33 h. Dessa forma o valor encontrado neste trabalho foi satisfatorio para a espécie em

questao.

5.3 Caracterizacdao do Melago

Os testes foram realizados utilizando o melago gentilmente doado pela empresa Usina
Uberaba. O melago de cana-de agucar apresentou 84° Brix e, de acordo com a relagdo estimada
entre Brix e concentragdo de ART, cada °Brix equivale a 6,88 g/ de ART. Além disso, o
melago apresentou 589,73 g/L. de sacarose, 47,12 g/L de glicose e 77,33 g/L de frutose. A
caracterizacdo do melaco quanto a concentragao de minerais e nitrogénio estd apresentada na

Tabela 5.2.
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Tabela 5.2 — Concentragdes de minerais analisados nos melagos de cana-de-agucar.

Minerais Concentraciao (mg/L)
Cobalto 0
Manganés 27,34
Calcio 4.305,90
Magnésio 5.178,80
Sodio 827,40
Ferro 546,85
Zinco 3,44
Potassio 44.940,00
Nitrogénio 6.049,00

O melago de cana-de-agucar apresenta 400 a 800 mg/L de calcio, 500 a 9.800 mg/L de
magnésio, 4 a 48 mg/L de zinco e 15.000 a 50.000 mg/L. de potassio (YAMAKAWA, 2016).
Comparando estes valores com os obtidos na Tabela 5.2, verifica-se que a concentracdo de
calcio encontrada foi bem maior, a de zinco foi levemente inferior e as demais encontraram-se
dentro da faixa encontrada na literatura. Cruz (2019) também caracterizou uma amostra de
melago obtendo valores inferiores ao da Tabela 5.2 para calcio, ferro, magnésio, mangangs,
nitrogénio e potassio e valor proximo para o zinco.

A amostra de melaco analisada ndo apresentou quantidades significativas de
hidroximetilfurfural e furfural. Os &cidos organicos detectados na amostra estdo apresentados

na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 — Concentragdes dos acidos organicos na amostra de melago.

Acido organico Concentracoes (g/L)
Acido oxalico 6,89
Acido citrico 138,21
Acido aconitico 23,335
Acido latico 28,29
Acido acético 10,12
Acido isovalérico 2,405

O acido aconitico € o principal dcido organico produzido pela cana-de-agucar, os acidos
oxalico e citrico também sdo encontrados na cana-de-agucar. Como o melago € um subproduto
da industria agucareira ¢ comum encontrar estes acidos em sua composi¢do. A concentragdo

média de acido aconitico no melago é de 3 a 7% (base seca). Os acidos latico e acético também
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podem ser encontrados em alguns produtos do processo industrial, entretanto estes acidos sao
resultantes das reagdes de degradagdo e/ou atividade microbiana (FERMENTEC, 2012).

Os acidos organicos fracos, acido acético e acido latico, sdo potencialmente toxicos para
Saccharomyces cerevisiae. O efeito inibitorio destes acidos depende do pH do meio, da
constante de dissociagdo do acido e de sua concentragdo molar. Os acidos fracos nao
dissociados, sdo lipossoluveis e capazes de difundir passivamente para dentro da célula. Assim
que a molécula entra no citoplasma dissocia-se devido ao pH intracelular, acidificando o
citoplasma e desestabilizando o equilibrio celular (VENTURA, 2007; COLOMBI et al., 2017).
O 4cido acético também pode ser metabolizado pela levedura para a producao de biomassa ou
etanol (PERNA, 2016). Em estudo realizado por Fernandes et al. (2019) a adicdo de acido
acético 4 g/L na fermentacao alcoolica de caldo de cana de acgtcar por S. cerevisiae resultou na
queda do seu rendimento em, aproximadamente, 70%. Colombi et al. (2017) avaliaram a
variagdo de pH e crescimento celular de S. cerevisiae com a adigdo de acido acético 3,5 e 6,5
g/L em meio sintético com 40 g/L de glicose. O acido acético reduziu o pH do meio de 4,9 para
3.4, o consumo de glicose pela levedura foi drasticamente afetado e o crescimento celular
inibido, por ambas concentracdes de acido acético.

Por outro lado o efeito dos 4cidos orgéanicos durante a fermentacdo atua sinergicamente
quando outros agentes de estresse estao presentes, como alto teor alcodlico, alta temperatura e
baixo pH, afetando a levedura mais intensamente (NARENDRANATH; THOMAS;
INGLEDEW, 2001). Thomas, Hynes e Ingledew (2002) estudaram a influéncia do 4cido acético
(167 mM) e 4cido latico (548 mM) no crescimento de S. cerevisiae em meio minimo. A adi¢ao
dos acidos acético e latico reduziu o pH do meio para 2,76 e 2,12, respectivamente, € inibiu
completamente o crescimento da levedura. Quando o pH do meio foi ajustado para 4,5 apds a
adicdo dos 4acidos, a levedura cresceu, evidenciando a forte influéncia do pH no processo de
inibi¢ao.

A amostra de melago analisada apresentou concentragdes de acido acético e acido latico
(Tabela 5.3) suficientes para ocasionar certa inibi¢do no processo de fermentacao, entretanto o
melago foi diluido para preparagdo do mosto e o pH foi ajustado no inicio das fermentacdes

para minimizar o efeito inibitorio.
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5.4 Fermentacio em batelada com meio a base de melaco com ou sem

adicao de nutrientes

A Tabela 5.4 apresenta a média das eficiéncias, calculados pela Equacao (4.20), em
relagdo ao etanol produzido pelo total de agtcar redutor consumido, obtidos em cada condig¢ao

de fermentacdo realizadas em shaker. Os experimentos foram realizados conforme item 4.2.2.3.

Tabela 5.4 — Eficiéncia média da fermentagdo alcoodlica para cada condigdo testada.

Concentracao da solucio . . Auséncia de adicao de
Ad d t tes (%
de melago (% v/v) I¢do de nutrientes (%) nutrientes (%)

13,6 (95,40 g/L ART) 37,42 + 3,25 (A)(a) 28,41 £ 6,90 (A)(a)
16,4 (134,55 g/L ART) 79,36 + 4,86 (B)(a) 63,48 + 4,31 (B)(b)
20,5 (164,77 g/L ART) 61,19 + 2,39 (C)(a) 75,87 + 2,82 (C)(b)
24,6 (191,87 g/L ART) 61,81 + 1,17 (C)(a) 75,21 + 3,03 (C)(b)
30,0 (244,45 g/L ART) 72,35 + 4,81 (B)(a) 85,40 + 3,38 (C)((b)

A letra maitscula se refere a comparagdo na coluna e a letra minuscula se refere & comparacgao na linha pelo teste
de Tukey, com 0=5%.

Analisando os valores da Tabela 5.4 verifica-se que a adicdo de nutrientes conduz a
maiores eficiéncias nas fermentagdes com baixa concentragdo de melago, utilizando 13,6 e
16,4% de melago no meio, entre estes ensaios apenas para a concentracao de 16,4% de melago
a diferenca entre as eficiéncias dos meios adicionados ou ndo de nutrientes foi significativa.
Quando a concentracdo de melaco aumentou para 20,5; 24,6 e 30% a adicdo de nutrientes
resultou em uma queda significativa na eficiéncia da conversdo de agucares do processo
fermentativo, observada na Tabela 5.4. Para fermentagdes de meios a base de melaco com
concentragdes acima de 20,5% melhores resultados de eficiéncias foram obtidos sem a adi¢do
de nutrientes. Para concentracdes mais altas de melago, os teores de sais ja existentes no mesmo
sdo suficientes ou até mesmo ja estdo acima dos valores ideais para a fermentagdo alcoolica.
Assim a suplementagdo dos mostos formulados com valores acima de 20,5% do melago
empregado neste trabalho com sais a base de potassio, magnésio e nitrogénio resulta em uma
inibi¢do do processo fermentativo. Segundo Lima, Basso ¢ Amorim (2001) o melago de cana-
de-agucar ¢ rico em nutrientes e o processo fermentativo pode ser inibido por alguns minerais
como potassio e calcio quando estdo em quantidades excessivas no meio de fermentagao.

Na auséncia de adicdo de nutrientes a fermentagdo utilizando 20,5, 24,6 ¢ 30%

apresentaram eficiéncias iguais estatisticamente pelo teste de Tukey. Estes resultados sdo
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promissores para o estudo de fermentagdo utilizando melaco demonstrando ser possivel a
obteng¢ao de rendimentos similares utilizando meios NG, HG ¢ VHG.

Observando as eficiéncias, adicionado ou nao de nutrientes no mosto, verifica-se que o
menor valor de rendimento obtido foi para solugdes de melago de 13,6%, como se trata de uma
concentragdo baixa de ART 95,4 g/L, este acucar foi utilizado para o crescimento celular em
detrimento a fermentagdo. Nesta fermentagcdo observou-se pelas concentragdes celulares que a
concentragao inicial de 5,10E+08 aumentou apds 18 h para 7,35E+08 células/mL.

Analisando a variacdo de crescimento celular na Tabela 5.5 verifica-se maior
crescimento para as concentragdes onde houve adicdao de nutrientes, indicando que a adigdo de
nutrientes em excesso contribui para o crescimento celular em detrimento da produgdo de
etanol. Phukoetphim et al. (2017b) também obtiveram aumento do crescimento celular com
adi¢do de extrato de levedura no meio de fermentagdo a base de sorgo com 160 e 240 g/L de
agucares. Na adicdo de nutrientes ainda o crescimento celular cai com o aumento da
concentragdo da solugdo de melago (Tabela 5.5), o que pode ser influenciado pelo aumento da
concentracao de substrato.

Os valores negativos apesentados na Tabela 5.5 indicam morte celular. De acordo com
a concentracdo de etanol a levedura sofre inibicdo afetando o crescimento celular. A
fermentagao da solu¢ao de melago 30% na auséncia de nutrientes alcangou uma concentragao
final de etanol de 106 g/L, valor proximo ao P’max (item 5.6), sendo, portanto uma condigdao

muito estressante para a levedura.

Tabela 5.5 — Variacao de crescimento celular médio para cada condicdo testada.

Concentracio da solucao s . i Auséncia de adicao de
de melaco (% v/v) Adigdo de nutrientes (cél/mL) nutrientes (cél/mL)
13,6 (95,40 g/L ART) 2,40E+08 2,15E+08
16,4 (134,55 g/ ART) 3,83E+08 1,35E+08
20,5 (164,77 g/ ART) 1,37E+08 -1,13E+08
24,6 (191,87 g/L ART) 1,24E+08 -1,20E+08
30,0 (244,45 g/l ART) 5,33E+07 -2,40E+08

O melago supre a necessidade nutricional para multiplicacdo celular em alguns sais
minerais e vitaminas, sendo necessario apenas suplementar o meio com nitrogénio e fosforo.
Para fermentacgao alcodlica a suplementacao ¢ dispensada, uma vez que a quantidade disponivel
de nitrogénio e fosforo ¢ suficiente para atender as necessidades para a manutencdo celular

durante a producao de etanol (YAMAKAWA, 2016).
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Na Tabela 5.6 verifica-se que a adi¢do de nutrientes conduz a maiores valores para
viabilidade celular ap6s 18 horas para todas concentragdes de melago no meio. Entretanto a
concentracao da solucao de melaco e a adigao de nutrientes nao influenciaram estatisticamente
na viabilidade celular. Analisando os resultados verifica-se que o aumento da concentragao de
melaco no meio permitiu altos valores para a viabilidade celular, ndo sendo, portanto, o meio a

base de melago prejudicial a levedura em condi¢des que variaram de NG até HG.

Tabela 5.6 - Viabilidade celular no tempo 0 ¢ 18 horas para cada condigdo experimental.

Concentracio da solucao de Adicao de 0 horas 18 horas
melaco (% v/v) nutrientes Viab. cel.(%) Viab. cel.(%)

13,6 (95,40 g/L ART) nao 93+7 90+9
13,6 (95,40 g/L ART) sim 87+4 95+3
16,4 (134,55 g/ ART) nao 98 £2 92+6
16,4 (134,55 g/ ART) sim 79+ 16 95+2
20,5 (164,77 g/ ART) nao 93+5 90 +2
20,5 (164,77 g/ ART) sim 91+4 94 +3
24,6 (191,87 g/L ART) nao 98 +2 90 +2
24,6 (191,87 g/l ART) sim 88 + 12 95+4
30,0 (244,45 g/L ART) nao 98 £2 88+ 2
30,0 (244,45 g/L ART) sim 98 +3 97 +2

Pradeep e Reddy (2010) também estudaram a suplementacdo de melago em vérias
concentragdes (205-265 g/L de ART), obtendo maiores rendimentos utilizando melago na
concentragdo de 240 g/L de ART suplementado com farinha de soja, sulfato de magnésio, ureia,
farelo de trigo e farinha de milho em diferentes niveis. A utilizacdo conjunta de ureia, farinha
de soja e sulfato de magnésio permitiu o aumento do rendimento em 31% em relacdo ao
controle. Além disso, Pradeep e Reddy (2010) verificaram que a suplementacao de meios a base
de melago acima de 252 g/L de ART nao influenciou na eficiéncia da fermentagdo, o que
corrobora com o presente estudo que observou que a presenga de nutrientes nao influenciou
positivamente na eficiéncia da fermentacdo em concentracdes de melaco maiores que 20,5%
(v/v)—164,77 g/L de ART.

Barbosa et al. (2016) avaliaram a suplementacdo com peptona de um meio composto
pela mistura de caldo e melago de cana-de-acucar contendo 220 e 300 g/L de sacarose. Na
concentracdo de 220 g/L de sacarose a suplementacdo nao induziu efeitos positivos sob a

producao de etanol, de forma analoga a este estudo. E para a concentragao de 300 g/L a adig¢ao
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de peptona melhorou a viabilidade celular e o desempenho fermentativo durante os ciclos
realizados.

Deesuth et al., (2015) estudaram a suplementagao de meio a base de caldo de sorgo com
200 g/L de sacarose com extrato de levedura e levedura seca. A utilizagdo dos nutrientes a base
de nitrogénio ndo provocaram uma melhora significativa no rendimento nem na concentragao
final de etanol, entretanto reduziu o tempo da fermentacdo, aumentando assim a produtividade.
No presente estudo, como o tempo de fermentacao foi fixo para todos os experimentos, ndo ¢

possivel verificar se a adi¢do de nutrientes contribuiu com a produtividade.

5.5 Fermentacoes em batelada alimentada utilizando melaco de cana-de-

acucar com leveduras floculantes

Visto que nos ensaios anteriores o aumento da concentracdo de melaco apresentou
resultados satisfatorios em relacao a eficiéncia na produgao de etanol e em relagdo a viabilidade
celular da Saccharomyces cerevisiae de caracteristicas floculantes, estudos cinéticos de
fermentagdes em batelada alimentada foram realizados. Além disso, a suplementagdo do meio
a base de melagco com nutrientes ndo conduziu a um aumento de rendimento para concentracdes
acima de 20,5% (v/v). Assim, novos experimentos foram realizados para avaliar o
comportamento fermentativo utilizando melagco sem adi¢do de outros nutrientes, com
ampliagdo de escala, utilizando reatores no sistema batelada alimentada, juntamente com
variagdo nas condi¢des de aeragdo e concentragdo de agucares redutores no meio de

alimentagao.

5.5.1 Estudo da aeracao

De acordo com trabalhos realizados anteriormente (LIU et al., 2016; DEESUTH et al.,
2015; DEESUTH; LAOPAIBOON; LAOPAIBOON, 2016; ARSHAD et al., 2017) existem
beneficios com a utilizacdo de acracdo do sistema, assim realizou-se o estudo da influéncia da
aeracao em duas fermentagdes em batelada alimentada com leveduras floculantes em meio a
base de melaco, em condicdes similares, sendo na presenga e na auséncia de aeracao de 0,2

vvm.
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A fermentagdo sem aeracao foi realizada com:

e (Concentragao de etanol no inoculo de 31,47 g/L;

e (Concentragao de agucares redutores no inoculo de 64,20 g/L;

e Concentragdo de agucares redutores na alimentagdo de 195,05 g/L;

e Tempo de enchimento de 6,0 h;

e Vazao de recirculacdo de 39,12 L/h;

e (Concentragao de agucares redutores considerando uma batelada de 162,17 g/L.

A Figura 5.5 apresenta as concentracdes de etanol e acucares redutores totais ao longo
das fermentagdes em batelada alimentada sem aeracdo. A fermentagdo terminou com uma
concentragdo de etanol de 82,91 g/L e de 3,74 g/L de ART. Entretanto pelo grafico nota-se, que
com 10,5 horas de fermentagdo, a maior parte dos agucares ja havia sido consumido com pouca

variacdo apos este periodo. Entdo o tempo de fermentagdo foi suficiente para o consumo de

ART pela levedura.

Figura 5.5 - Concentragdes de agucares redutores, etanol e de células durante fermentacdo ndo aerada.
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O comportamento das curvas no grafico ¢ tipico de sistemas em batelada alimentada, ja

que até o tempo de 6 horas ocorre a alimentacdao de meio ao sistema. O agucar vai sendo
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alimentado, entdo a curva de ART resulta do efeito simultaneo da alimentagdo no reator com
consequente efeito de diluicdo e seu consumo pela levedura. O etanol € produzido no decorrer
da fermentacdo aumentando sua concentracdo, entretanto até 6 horas sua concentragao ¢
influenciada pela diluicdo do mosto. Apds este periodo a concentracdo de etanol aumenta
progressivamente até a conclusdo da fermenta¢do, enquanto a concentragdo de ART cai
gradualmente. Durante a fermentagao o crescimento celular € baixo, entdo sua concentragdo cai
até 6 horas devido ao aumento de volume no reator, apds este periodo verifica-se um
crescimento celular continuo.

O rendimento desta fermentagdo sem o uso de acracdo foi de 89,57% em relagdo ao
acucar adicionado e a produtividade alcancada foi de 6,18 g/L.h.

A Tabela 5.7 apresenta a contagem de células e viabilidade celular durante o processo

fermentativo, retratando que as células permaneceram viaveis durante a fermentacao do melago.

Tabela 5.7 - Contagem de cé€lulas vidveis e ndo viaveis durante a fermentag@o sem aeragao.

Tempo (h) Células Viaveis Células nao Viaveis Viabilidade Celular
(cel/mL) (cel/mL) (%)
0 1,57E+09 9,00E+07 95
1,5 8,90E+08 1,90E+08 82
3 1,06E+09 1,00E+07 99
4,5 5,90E+08 9,00E+07 87
6 5,35E+08 6,50E+07 89
7,5 3,50E+08 8,00E+07 81
9 8,65E+08 1,25E+08 87
10,5 3,75E+08 4,50E+07 89
12 6,80E+08 3,50E+07 95

Na fermentag¢ao com aeragao de 0,2 vvim empregou-se:
e Concentragdo de etanol no in6culo de 26,45 g/L;
e (Concentragao de agucares redutores no inoculo de 56,45 g/L;
e (Concentragdo de agucares redutores na alimentagao de 202,19 g/L;
e Tempo de enchimento de 6,0 h;
e Vazio de recirculagdo de 39,12 L/h;
e Concentragdo de agucares redutores considerando uma batelada de 165 g/L.
A Figura 5.6 apresenta as concentragdes de etanol, de agucares redutores totais e
concentracdo celular ao longo da fermentacao aerada com 0,2 vvm. A fermentacao terminou

ap6s 12 horas com uma concentracao de etanol de 53,63 g/L e de 2,77 g/L de ART.
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Figura 5.6 - Concentracdes de agucares redutores, etanol e de células durante a fermentacao aerada.
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Onde: (@) - concentracdo de ART (g/L); (A ) — concentragdo celular (cél/mL); (O) — concentragdo de etanol
(g/L).

O rendimento desta fermentacao aerada em 0,2 vvm foi de 54,16% em relagdo ao agucar

adicionado e a produtividade foi de 3,80 g/L.h. Rendimento e produtividade foram menores se

comparada com a fermentagdo sem aeracao.

A Tabela 5.8 apresenta a contagem de células e viabilidade celular durante o processo

fermentativo, retratando que as células permaneceram viaveis durante a fermentacao do melaco

com aeracao.

Tabela 5.8 - Contagem de células viaveis e ndo vidveis durante a fermentagao aerada.

Tempo (h) Células Viaveis Células nao Viaveis Viabilidade Celular

(cel/mL) (cel/mL) (%)

0 2,73E+09 1,00E+08 96
1,5 1,25E+09 1,65E+08 88
3 9,80E+08 1,05E+08 90
4,5 8,80E+08 1,45E+08 86
6 5,15E+08 0,00E+00 100
7,5 6,05E+08 5,50E+07 92
9 7,75E+08 4,00E+07 95
10,5 7,75E+08 9,50E+07 89
12 9,38E+08 6,00E+07 94
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Comparando as duas fermentacdes (Figura 5.7) verifica-se o0 mesmo perfil de consumo
de ART, sendo que na fermentacdo aerada o acucar redutor no final da fermentacdo foi menor
se comparado com a fermentagdao ndo aerada. Quanto a produgao de etanol, pode-se perceber
um decréscimo em sua concentracdo em todos os tempos na fermentacdo aerada. Ao final da
fermentagdo a concentragdo de etanol obtida foi 35% menor em relacdo a concentracdo de
etanol obtida na fermentagdo nao aerada. A aeragdo favoreceu o crescimento celular, em
detrimento da produgdo de etanol, o que pode ser constatado pelo comportamento da
concentragdo celular na Figura 5.7 e por comparag¢do dos valores de células vidveis nas Tabelas

5.7e5.8.

Figura 5.7 - Comparativo entre fermentacao aerada e ndo aerada.
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(g/L) para fermentagdo ndo aerada e (0) - concentragdo de ART (g/L); (&) — concentracéo celular (cél/mL);
() — concentragdo de etanol (g/L) para a fermentagdo aerada.

Arshad et al. (2017) estudaram a aeragao de 0,2; 0,4 € 0,6 vvm na fermentacao do melaco
a 32, 36 e 40°Brix. Em todos os niveis de aeragdao houve aumento da massa celular, sendo que
quanto maior a aera¢do mais acucar foi desviado para o crescimento celular. Entretanto em

todos os niveis de aeracdo houve aumento da concentragcdo final de etanol em relagdo ao

controle, os melhores valores foram obtidos utilizando a taxa de aeracdo de 0,2 vvm.
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Diferentemente dos resultados encontrados no presente estudo, que apesar de utilizar a aera¢ao
de 0,2 vvm, utilizou-se concentragdes de ART menor que do trabalho de Arshad et al., 2017.

Liu et al., (2016) também analisaram a microaeracao na fermentacdo em batelada de
glicose com cepas floculantes. Os autores avaliaram as taxas de aeracao de 0,05 ¢ 0,2 vvm na
fermentagdo de meios com 260 e 300 g/L de glicose. Da mesma forma que o presente estudo,
autilizagdo da aeragdo de 0,2 vvm no meio com 260 g/L de glicose resultou em maior formagao
de biomassa e menor concentracao de etanol em relacdo ao controle. Liu e colaboradores
obtiveram maior concentra¢do de etanol final utilizando uma taxa de acragdao de 0,05 vvm.
Deesuth et al. (2015) também obtiveram melhores rendimentos ¢ maior concentracdo final de
etanol utilizando uma taxa de aeragdo 0,05 vvm nas primeiras 12 horas de fermentacdo em
batelada de meio a base de caldo de sorgo com 280 g/L de sacarose. Estes dois estudos indicam
que a taxa de aeragdo utilizada no presente trabalho foi alta, além de utilizar recirculagao de
células que ¢ mais uma maneira de aerar o processo como um todo.

Por outro lado no estudo de Rivera e colaboradores (2017), em fermenta¢cdes VHG, uma
taxa de aeragdo 0,2 vvm ao final da fermentagado foi imprescindivel para obten¢ao de melhores
produtividades e maior concentracdo de etanol, entretanto os autores afirmam que a taxa de
aeracdo deve ser introduzida quando a concentragdo de etanol no reator € aproximadamente
igual ao valor de Pmax. Em fermentacdo VHG, acima do valor de Pmsx, a taxa de producdo de

etanol € consistente apenas com o produto ndo associado ao crescimento.

5.5.2 Estudo da concentracio de ART em bateladas alimentadas em HG e VHG

Pela anélise dos resultados acima percebe-se que tanto a suplementacdo, quanto a
aeracdo foram ineficientes para melhorar o rendimento do processo fermentativo em batelada
alimentada utilizando o melago de cana-de-agucar com leveduras floculantes em sistemas com
recirculacdo de meio. Dessa forma novos experimentos foram realizados para analisar a
influéncia da concentracao de melaco na viabilidade celular e producao de etanol.

A fermentagio preliminar foi realizada nas seguintes condigdes:

e Concentragdo de etanol no in6culo de 36,15 g/L;

e Concentragdo de agucares redutores no inoculo de 114,26 g/L;

e Concentragdo de agucares redutores na alimentagdo de 284,51 g/L;
e Tempo de enchimento de 6,0 h;

e Vazio de recirculacao de 39,12 L/h;
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e Concentragdo de agucares redutores considerando uma batelada de 234,44 g/L.
A Figura 5.8 apresenta as concentragdes de etanol e agticares redutores totais ao longo
da fermentacao preliminar. Ap6s 12 horas de fermentagao obteve-se uma concentragao de 73,69
g/L de etanol e de 95,07g/L de ART, essa quantidade de acticar residual confirma a necessidade

de um maior tempo de fermentagdo para a conclusido do processo.

Figura 5.8 - Concentragdes de agticares redutores, etanol e de células durante a fermentacao preliminar.
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Onde: (@) - concentragdo de ART (g/L); (2 ) — concentragéo celular (cél/mL); (J) — concentragdo de etanol
(g/L).

O rendimento desta fermentacdo foi de 52,82% em relacdo ao ART adicionado e, em
relacdo ao ART consumido, a eficiéncia da fermentacdo alcanca o valor de 88,86%. A
produtividade foi de 5,27 g/L.h. Esta fermentacao, preliminar, foi importante para observar a
necessidade do aumento do tempo nas fermentacdes com altas concentracdes de ART no mosto,
assim o rendimento baixo de 52,82% ¢ justificado pela insuficiéncia do tempo necessario para
metabolizacao dos agucares residuais pela levedura. Geralmente o tempo total de fermentagao
em processos HG e VHG variam de 48 a 75 horas (JOANNIS-CASSAN et al., 2014; ARSHAD
etal., 2017; DEESUTH et al., 2015).
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A Tabela 5.9 apresenta a contagem de células e a viabilidade celular durante o processo
fermentativo, evidenciando que as células permaneceram vidveis durante a fermentacdo do

melago na concentragdo HG (235 g/L de ART considerando o volume total do reator).

Tabela 5.9 - Contagem de células vidveis e ndo viaveis e viabilidade celular durante a fermentagao.

Tempo (h) Células Viaveis Células nao Viaveis Viabilidade

(cel/mL) (cel/mL) Celular (%)
0 1,05E+09 8,50E+07 92,51
1,5 5,40E+08 1,50E+07 97,30
3 3,55E+08 5,00E+06 98,61
4,5 3,25E+08 2,00E+07 94,20
6 3,95E+08 6,50E+07 85,87
7,5 6,40E+08 5,50E+07 92,09
9 2,00E+08 1,00E+07 95,24
10,5 2,65E+08 5,00E+06 98,15
12 3,45E+08 5,00E+06 98,57

Além do tempo que foi insuficiente, a concentragcdo de agucares redutores no inicio do
processo de 114 g/L foi alta de acordo com o trabalho de Andrietta; Andrietta e Stupiello (2011)
que apontam inibi¢do pelo substrato em concentragdes de 65 g/L de glicose e 70 g/L de frutose.

Assim realizou-se trés fermenta¢des com menor concentracao de agucares redutores no
inicio do processo operando por mais tempo. As condi¢cdes da fermentac¢ao 1 foram:

e Concentragdo de etanol no in6culo de 21,09 g/L;

e Concentragdo de agucares redutores no inoculo de 64,87 g/L;

e (Concentragdo de agucares redutores na alimentagao de 270,95 g/L.

e Tempo de enchimento de 6,0 h;

e Vazio de recirculagao de 39,12 L/h;

e Concentragdo de agucares redutores considerando uma batelada de 209,13 g/L.

A Figura 5.9 apresenta os perfis de concentracdo de agucares redutores, etanol e células
ao longo do tempo para fermentacdo 1. Em 30 horas da fermentacdo 1 a concentragdo de
acucares redutores residuais foi baixa (2,55 g/L), a concentracdo de etanol alcangada foi igual

a 96,02 g/L, resultando em um rendimento de 83,7% e produtividade de 2,98 g/L.h.
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Figura 5.9 - Concentracdes de aguicares redutores, etanol e de células durante a fermentagao 1.
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Onde: (@) - concentragdo de ART (g/L); (4 ) — corzcilrit)ra(;ﬁo celular (cél/mL); (0) — concentragdo de etanol
g/L).
As condi¢des da fermentagao 2 foram:

e Concentragdo de etanol no in6culo de 23,88 g/L;

e Concentragdo de agucares redutores no inoculo de 55,35 g/L;

e (Concentragdo de agucares redutores na alimentagdo de 290,07 g/L;

e Tempo de enchimento de 6,0 h;

e Vazio de recirculagao de 39,12 L/h;

e Concentragdo de agucares redutores considerando uma batelada de 222 g/L.

A Figura 5.10 apresenta a concentragdo de ART, etanol e de células ao longo da
fermentagdo 2. Esta fermentagdo apresentou um tempo de duracao maior que a anterior, uma
vez que a concentragdo de ART na alimentagdo aumentou. Apoés 33 horas a fermentacdo
alcangou uma concentracdo de 104,40 g/L de etanol, com um rendimento de 85,95% e
produtividade de 2,95 g/L.h. A eficiéncia dessa fermentagao considerando ART consumido foi
de 89,45%, proximo a valores considerados 6timos no setor sucroenergético (SANTOS et al.,
2015; YAMAKAWA, 2016). Nas tultimas trés horas de fermentacdo a concentracdo de ART

manteve-se quase constante, finalizando com 8,68 g/L de ART residual.
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Figura 5.10 - Concentracdes de actuicares redutores, etanol e de células durante a fermentagao 2.
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Onde: (@) - concentragdo de ART (g/L); (A ) — con(ccj}lit)ragﬁo celular (cé/mL); (0) — concentragdo de etanol
g/L).
As condi¢des da fermentacao 3 foram:

e (Concentragdo de etanol no inoculo de 18,70 g/L;

e Concentragdo de agucares redutores no inodculo de 60,89 g/L;

e Concentragdo de agucares redutores na alimentacdo de 331,54 g/L.

e Tempo de enchimento de 6,0 h;

e Vazio de recirculacdo de 39,12 L/h;

e (Concentragao de agucares redutores considerando uma batelada de 250,34 g/L.

A Figura 5.11 apresenta as concentragdes de ART, etanol e células ao longo da
fermentagdo 3. Ao final de 36 horas de fermentacdo a concentragdo de etanol foi de 87,37 g/L,
com um rendimento baixo de 63,91% e produtividade de 2,27 g/L.h. Mesmo com uma
concentracdo de ART residual consideravel de 22,46 g/L a eficiéncia da fermentacao (70,21%)
também foi baixa. A partir de 12 horas de fermentagdo verifica-se uma queda continua na

concentracdo celular, indicando morte de células.
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Figura 5.11 — Concentracdes de acucares redutores, etanol e de células durante a fermentacdo 3.
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Onde: (@) - concentracdo de ART (g/L); (A ) — concentragdo celular (cél/mL); (3) — concentragdo de etanol
(g/L).

Comparando a fermentagdo preliminar e a fermentagao 2 (Figura 5.12), as quais tiveram
concentragdes da solugdo de alimentagdo semelhantes, diferindo apenas na concentragdo inicial
de ART e tempo de fermentagao, verifica-se que ao final de 12 horas a fermentagao preliminar
alcancou maior concentragdo de etanol (73,69 g/L) do que a fermentagdo 2 (60,28 g/L). Com
aumento do tempo de fermenta¢do observou-se uma grande diferenga na concentragdo de etanol
formado, atingindo o valor de 104,4 g/L. Além disso, o consumo de ART, nestas condigdes,

estabilizou apo6s 30 horas de fermentagao.
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Figura 5.12 — Comparacdo entre fermentacdo preliminar e fermentagao 2.
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Onde: (@) - concentragdo de ART (g/L); (2 ) — concentragéo celular (cél/mL); (2) — concentragdo de etanol
(g/L) em preto para fermentagdo preliminar ¢ em vermelho para fermentagéo 2.

As Figuras 5.13, 5.14 e 5.15 apresentam perfis comparativos entre as concentragdes de
ART, etanol e concentragdo celular para as fermentagdes 1, 2 e 3. Na Figura 5.13 verifica-se o
mesmo comportamento ao longo do tempo quanto a concentragdo de ART para as trés
fermentagdes, sendo que as fermentacdes que utilizaram maiores concentragdes de ART no
processo dependeram de mais tempo e os agtcares residuais foram maiores. A fermentacdo 2 e
3 apresentaram maxima concentracdo de ART no reator no tempo de 6 horas iguais a 131 e
170,4 g/L, enquanto a fermentacdo 1 apresentou méaxima concentracdo de ART em 4,5 h de
fermentagdo igual a 119,2 g/L.. Na fermenta¢do 1 quase todos os agucares redutores foram
consumidos em 30 horas enquanto a fermentagdo 3 apresentou maior concentracao de agucares

residuais ao final de 36 horas.
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Figura 5.13 — Concentracdes de ART para fermentagdes 1 (preto), 2 (vermelho) e 3 (azul).
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Na Figura 5.14 observa-se concentragdes variadveis de etanol até 6 horas devido a
influéncia conjunta da diluicdo do mosto devido a alimentagdo e producdo de etanol pela
levedura. Apds 6 horas até 18 horas verifica-se que as trés fermentagdes apresentaram
concentracoes de etanol proximas. Apds 18 horas a taxa de producao de etanol na fermentagao
3 apresenta uma queda, enquanto nas fermentagdes 1 e 2 esta queda ocorre apos 24 horas. Na
fermentagdo 1 a producdo de etanol cessa devido a finalizacdo dos acucares, enquanto a
fermentacdo 2 prossegue alcancando a maior concentracdo de etanol final, dentre as trés
fermentagdes. A concentracao final de etanol (104,40 g/L) da fermentacao 2 foi bem proxima

do P’max (105,35 g/L) apresentada no item 5.6.
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Figura 5.14 — Concentracdes de etanol para as fermentacdes 1 (preto), 2 (vermelho) e 3 (azul).
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De acordo com a Figura 5.15 as concentracdes celulares das trés fermentacdes

apresentaram comportamento similar até 12 horas. A partir de 12 horas ocorre aumento de

concentracao celular na fermentagdo 1 e queda progressiva na concentracao de células viaveis

na fermentacdo 3. Na Tabela 5.10 verifica-se que as menores viabilidades celulares foram

obtidas para a fermentagdo 3, nos tempos de 18 e 24 horas de fermentacdo. Na fermentagdo 2,

entre 18 e 24 horas houve queda da concentragdao de células viaveis, entretanto a producgao de

etanol continuou, fato também relatado por Joannis-Cassan e colaboradores (2014) na

fermentagdo em batelada alimentada de 255 g/L de sacarose proveniente de xarope de beterraba,

onde houve reducao da concentracao celular sem interferéncia na produg¢ao de etanol. A reducao

de células pode ser uma resposta das leveduras a inibicao pelo etanol.
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Figura 5.15 — Concentracao celular para as fermentacdes 1 (preto), 2 (vermelho) e 3 (azul).
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Tabela 5.10 - Viabilidade celular durante as fermentagdes 1, 2 e 3.

30

35 40

Tempo (h) Fermentacao 1 Fermentacao 2 Fermentacao 3
0 84% 92% 93%
1,5 83% 92% 94%
3 84% 89% 87%
4,5 90% 97% 94%
6 86% 94% 85%
7,5 83% 91% 91%
9 82% 88% 84%
10,5 89% 91% 91%
12 83% 91% 90%
18 89% 87% 73%
24 82% 88% 76%
30 84% 89% 79%
33 84%
36 T7%
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Na fermentacdo 3 verifica-se um tempo bem maior de exposicdo a maiores
concentragdes de acucares redutores (Figura 5.13) em relagdo a fermentacdo 1 e 2. Assim, as
leveduras na fermentacao 3, além do estresse devido ao aumento da concentra¢dao de etanol,
podem ter apresentado um estresse adicional devido a concentragdo de ART. Ambas
concentragdes podem ter efeito sinérgico, afetando a levedura mais severamente, levando a um
menor rendimento em etanol (BAI; ANDERSON; MOO-YOUNG, 2008) e/ou ainda o estresse
adicional da concentragao de agucar reduziu o tempo de laténcia na resposta das leveduras ao
estresse. Joannis-Cassan et al. (2014) conseguiram aumentar a concentracdo final de etanol
controlando a taxa de alimentag¢ao para manter uma concentracao de sacarose inferior a 100 g/L
no interior do reator e modificando a duragdo do tempo de alimentacdo. De acordo com Joannis-
Cassan e colabores (2014) a fase de alimentacdo deve ser controlada de modo a evitar a
exposicao da levedura por muito tempo a altas concentracdes de etanol (acima de 10% v/v) e
acucares simultaneamente, limitando a inibi¢ao sinérgica por alta concentra¢do de aglicares e
etanol. Dessa forma, pode-se concluir que o tempo de alimentagdo na fermentacdo 3 foi baixo,
o que afetou negativamente a producao de etanol.

Sonego e colaboradores (2016) avaliaram o tempo de alimentagcdo, 3 e 5 horas, na
fermentagdo alcoodlica em batelada alimentada convencional. A alimentacao foi realizada com
solucao de sacarose 180 g/L. Ao final da alimentacdo da fermentacao com tempo de enchimento
de 3 h a concentracdo de substrato acumulado atingiu cerca de 120 g/L, enquanto na
fermentacdo com tempo de enchimento de 5 h a concentracdo de substrato atingiu valor por
volta de 75 g/L. Da mesma forma, os pesquisadores concluiram que um tempo de alimentacao
maior controlou a concentragdo de substrato no mosto, o que contribuiu para minimizar a
inibicao pelo substrato durante as primeiras horas da fermentagao.

A Tabela 5.11 apresenta os parametros analisados nas trés fermenta¢des em batelada
alimentada com meio a base de melago de cana-de-agucar. A concentra¢do final de etanol
representa a concentragdo de etanol atingida no interior do reator ao término de cada

fermentacgao.
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Tabela 5.11 - ParAmetros analisados nas fermentagdes 1, 2 ¢ 3.

Fermentacdo Concentracio final Rendimento Produtividade Eficiéncia
de etanol (g/L) (%) (g/(L.h)) (%)
1 96,02 83,70 2,98 84,74
2 104,4 85,95 2,95 89,45
3 87,37 63,91 2,27 70,21

Arshad et al. (2017), na fermentacdo em batelada alimentada em escala industrial com
recirculacao de células utilizando melago 32, 36 e 40° Brix, obtiveram concentragdes finais de
etanol, apos 60 horas de fermentagdo, respectivamente, iguais a 70,22; 73,38 e 75,74 g/L com
concentragdes de ART residuais iguais a 35,41; 41,00 e 60,40 g/L, respectivamente. Os
pesquisadores conseguiram aumentar a concentragao de etanol final utilizando uma aeracao de
0,2 vvm, obtendo 12,2% (v/v) de etanol na fermentagdo do meio com 40° Brix, e reduzir o teor
de ART residuais para 18,7 g/L. Comparando estes resultados com a fermentagdo 2, onde a
concentracdo total de ART utilizada de 222 g/L corresponde a 33° Brix, verifica-se que a
concentracao final de etanol obtida neste estudo de 104,4 g/L (13,2% v/v) foi maior que a obtida
no trabalho de Arshad e colaboradores, além disso o teor de ART residual de 8,68 g/L foi
inferior e o tempo de fermentacdo também foi consideravelmente menor.

Joannis-Cassan et al., 2014 realizaram uma fermentacdo em batelada alimentada
utilizando xarope de beterraba. A alimentacdo do meio com concentragdo de sacarose de 580
g/L foi realizada por 16,6 horas, com um total de sacarose de 255 g/L se considerado batelada
simples. Ao final de 53 horas de fermentacdo os pesquisadores obtiveram uma concentracao
final de etanol de 15,2% v/v, produtividade de 2,3 g/L.h e eficiéncia de 88%. Apesar da
concentracdo de etanol alcangada na fermentacao 2 de 13,2% v/v ser menor que a obtida por
Joannis-Cassan e colaboradores, a sua produtividade de 2,95 g/L.h foi maior devido ao menor
tempo gasto na fermentacao (33 horas) e a eficiéncia também foi ligeiramente maior.

Rivera et al.,, (2017) realizaram a fermentacdo em batelada alimentada de meio
composto pela mistura de caldo e melaco de cana-de-agucar com 400 g/L. de ART (se
considerado batelada simples) alcangando uma concentracdo maxima de etanol de 120 g/ em
apenas 11,5 horas de fermentacdo. Para alcancar uma produtividade alta de 10,2 g/L.h os
pesquisadores utilizaram temperatura adequada e uma microaera¢do de 0,2 vvm quando a
concentracao de etanol foi aproximadamente igual ao Pmax. Entretanto parte dos acticares foram

destinados a formag¢ao de subprodutos como glicerol, acido latico e &cido acético.
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Os resultados obtidos com estes experimentos foram muito relevantes para a
fermentagdo HG com melago de cana-de-agucar utilizando cepa floculante. A fermentagao
VHG nao apresentou bons resultados, provavelmente devido a inibi¢ao pela concentracao de
substrato. Além disso, a melhor fermentacdo (fermentacao 2) apresentou ART residual,
evidenciando que para aumentar a concentracdo de etanol final outras estratégias devem ser

adotadas para que a levedura consiga suportar maiores concentracdes de etanol.

5.6 Producao maxima de etanol

Na Figura 5.16 esta apresentado o estudo da producdo maxima de etanol (P’méx) com
os perfis das concentragdes de etanol e acucares redutores totais durante a realiza¢ao do
experimento, utilizando, como substrato, a solucdo aquosa de melaco. Pela andlise do gréafico
(Figura 5.16) verifica-se que ap6s 40 horas nao houve mais consumo de substrato pela levedura

devido inibicao pelo produto. A producdo maxima de etanol foi de 105,35 g/L, que corresponde
a13,35% v/v.

Figura 5.16 - Perfis de concentracao de ART e etanol em fungdo do tempo para o P'max.
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Onde: (@) - concentragdo de ART (g/L); (W) — concentragdo de etanol (g/L).
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Guidini et al. (2014) avaliaram o perfil da producdo maxima de etanol, pela
Saccharomyces cerevisiae C2/00, mesma cepa analisada, em meio sintético, obtendo producao
maxima de etanol proxima a deste estudo (110 g/L) apos 30 horas de fermentacao. Observa-se
que utilizando o melago como fonte de agticar o comportamento da levedura ndo se alterou
significativamente.

Como o melaco ¢ resultante da produgdo de acucar ele apresenta alguns componentes
que agem como inibidores no processo fermentativo, como o acido acético e latico, entre outros;
adicionalmente a pressdo osmotica interfere no processo (ANDRIETTA; ANDRIETTA;
STUPIELLO, 2011; CAO et al., 2014). Assim este experimento mostra que € possivel obter
concentragdes finais de etanol a partir da fermentagdo do melago proximas as que sdo obtidas
utilizando o meio sintético.

Cruz (2015) avaliou a produ¢ao maxima de etanol de uma cepa industrial Y904 na
temperatura de 20, 25 ¢ 32°C. A 20°C, ap6s 72 horas de fermentagio, obteve-se a concentragio
maxima de etanol de 15% v/v; a 25°C obteve-se uma concentragdo maxima de etanol de 17,36%
v/v ap6s 60 horas e a 32°C obteve-se uma concentracao de etanol de 15,7% v/v apds 32 horas.
A cepa de S. cerevisiae utilizada por Cruz (2015) apresentou maior tolerancia ao etanol do que
a C2/00 a 32°C. Este estudo indica que a temperatura influencia na tolerancia da cepa ao etanol
e que ¢ possivel obter maiores concentragdes de etanol em temperaturas mais baixas, fato
também verificado por Rivera et al. (2017). Assim a reducdo da temperatura do processo
poderia ser uma alternativa para aumentar o valor de P’méx da cepa floculante.

Phukoetphim et al. (2017a) estudaram a tolerancia ao etanol das cepas de S. cerevisiae
NPO1 e ATCC 4132. Para tal, inoculou as células em meio de suco de sorgo doce 100 g/L,
juntamente com diferentes concentragdes de etanol (0, 6, 9, 12, 15 e 18% (v/v)). A medida que
as concentragdes de etanol aumentaram o p diminuiu acentuadamente, de forma que a inibigao
estava completa em 9-12% de etanol apds 24 horas. O estudo demostra outra forma de
determinar a tolerancia da cepa ao etanol, entretanto o método nao considera outros metabodlitos

que podem ser formados e provocam inibi¢dao durante o processo fermentativo.

5.7 Cinética da fermentacio alcodlica

A partir dos resultados obtidos na fermentacgdo 2, estimou-se os parametros cinéticos do
modelo de Tosseto (2002), de acordo com a Equagao 5.3. Os coeficientes de rendimento celular

e de etanol foram calculados a partir dos resultados experimentais, o valor de Pmax utilizado no
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ajuste foi obtido experimentalmente (item 5.6). Os demais parametros apresentados na Tabela

5.12 foram obtidos pelo ajuste do modelo aos dados experimentais.

n

s P

B = Pt 2 ( “ P, ) 5.3

(ks+5+,f—> Pria >-3)
IS

Tabela 5.12 — Parametros obtidos a partir dos dados experimentais e do ajuste do modelo.

Parametros Valor
Y./ (cél/gs) 9,46x10°
Yps (g/25) 0,457
P ix (g/L) 105,35
Py (071 0,555
n 2,034
Ks (g/L) 2,63
Kis (g/L) 12,437
mg (g/(cél.h)) 9,4x1071°
m,, (g/(célh)) 2x10™!1!

A Figura 5.17 compara os dados simulados a partir do modelo e os dados experimentais
da fermentacdo 2 (alimentagdo de 290 g/L de ART e tempo total de fermentagdo de 33 horas)
para concentracao de ART, etanol e células durante o processo. Analisando o grafico verifica-
se que o modelo proposto apresentou bom ajuste aos dados experimentais, ocorrendo maior
variagdo nos valores de concentragdo celular, os quais apresentaram também os maiores

desvios.

69



Figura 5.17 — Comparacdo dos dados simulados e experimentais para concentragdes de agticares redutores,
etanol e de células durante a fermentagéao 2.
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Onde: (@) - concentracdo de ART (g/L); (A ) — concentragao celular (cél/mL); (0) — concentragdo de etanol
(g/L) experimentais. As linhas representam os dados simulados. Na cor preto para concentragdo celular, cor
vermelha para concentragdo de etanol e cor azul para concentragdo de ART.

Os parametros ajustados apresentados na Tabela 5.12 também foram utilizados na
simulacdo do comportamento da fermentacdo 1 (alimentacao de 271 g/L de ART e tempo total
de fermentag¢do de 30 horas), obtendo o grafico apresentado na Figura 5.18. Analisando o
gréafico verifica-se que o modelo ndo apresentou bom ajuste aos dados para concentragdo de
ART, para concentracao de etanol e células o modelo proposto apresentou melhor ajuste.

Ferrari (2013) utilizou o modelo de Tosetto (2002) para determinacdo dos parametros
cinéticos da fermentagado alcoolica em batelada alimentada de mosto a base de caldo ¢ melago
de cana-de-agucar obtendo Ks e Kis iguais a 5 e 40 g/L, respectivamente.

Guidini et al. (2014) utilizaram o modelo cinético de Tosetto (2002) para descrever a
cinética de fermentacgado alcoodlica de meio sintético por S. cerevisiae C2/00. A modelagem foi
realizada para batelada alimentada com recirculacdo de células. A velocidade méaxima de
crescimento (pimax) encontrada foi de 0,182 h™!, e as constante de saturagio (Ks) e de inibicdo
(Kis) foram 30,24 g/L e 109,86 g/L, respectivamente, obtendo um bom ajuste ao modelo.

Sonego e colaboradores (2016) também obtiveram excelentes ajustes utilizando o

modelo de Tosetto (2002) para descrever o comportamento cinético na fermentacao em batelada
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alimentada de sacarose. Os pardmetros cinéticos determinados pelo modelo foram pmax, Ks €
Kis iguais a 0,125 h!, 25,1 g/L e 131,8 g/L, respectivamente.

A partir do modelo de Atala et al. (2001), Rivera et al. (2017) desenvolveram um modelo
cinético dependente da temperatura para ser utilizado na simulagdo do processo fermentativo
VHG em batelada alimentada. Dentre os parametros cinéticos alguns foram fixados para uma
determinada temperatura, como Ksigual a 4,1 g/L, e os demais foram estimados. Os parametros
cinéticos foram estimados para temperaturas que variaram de 24 a 36°C, obtendo valores de

Kis que variaram de 0,0033 a 0,0048 g/L.

Figura 5.18 - Comparacdo dos dados simulados e experimentais para concentra¢des de agucares redutores,
etanol e de células durante a fermentacao 1.
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Onde: (@) - concentragdo de ART (g/L); (&) — concentragdo celular (cél/mL); (O) — concentragdo de etanol
(g/L) experimentais. As linhas representam os dados simulados. Na cor preto para concentragéo celular, cor
vermelha para concentragdo de etanol e cor azul para concentragdo de ART.

Por defini¢do, Ks ¢ o valor de concentracdo de substrato limitante na qual a taxa de
crescimento ¢ metade do valor maximo e Kis € a concentracdo de substrato na qual se inicia a
inibicao (PINHEIRO et al., 2017). Os valores para as constantes de saturacao e inibi¢do pelo
substrato reportadas na literatura apresentam alta variabilidade, evidenciando que estas

constantes podem ser influenciadas pelo modelo selecionado e condigdes da fermentagao.
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CONCLUSAO

e No estudo da capacidade fermentativa e de floculagdo a cepa mais apta para o processo
de fermentacao alcoolica foi a cepa Saccharomyces cerevisiae C2/00;

e O tempo de geracdo encontrado para Saccharomyces cerevisiae C2/00 de 1,071 h
proximos aos relatados na literatura;

e A adicdo de nutrientes na fermentagdo em batelada de meio a base de melago de cana-
de-agucar nao influenciou positivamente na eficiéncia da fermentagao para processos
utilizando concentragdes de melago acima de 20,5% v/v, sendo assim, a adigdo de
nutrientes no meio a base de melago para fermentacdes HG ¢ VHG nao se mostrou
necessaria;

e A aecracdao na fermentagdo NG em batelada alimentada de meio a base de melago
prejudicou o rendimento do processo, favorecendo o crescimento celular;

e As eficiéncias e produtividades encontrados foram muito relevantes para a fermentacao
HG com melaco de cana-de-agtcar utilizando cepa floculante. A fermentagdo VHG nas
condig¢des realizadas ndao apresentou bons resultados, provavelmente devido ao efeito
sinérgico da inibi¢do pela concentracdo de substrato e etanol;

e A maxima concentracdo de etanol (P’max) alcangada pela Saccharomyces cerevisiae
C2/00 em solucao aquosa de melago de cana-de-agucar foi de 105,35 g/L.. Para aumentar
a concentracdo de etanol final nos processos fermentativos outras estratégias devem ser
adotadas para que a levedura consiga suportar maiores concentragdes de etanol;

e O modelo de Tosetto (2002) apresentou bom ajuste aos dados experimentais, tornando

possivel estimar os parametros cinéticos do processo em batelada alimentada.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Estudar o teor alcodlico méximo obtido para cada cepa floculante;

e Usar o melago no estudo da capacidade fermentativa;

e Estudar a influéncia da adi¢ao de nutrientes na fermentagdo HG ¢ VHG no aumento de
produtividade do processo;

e Analisar o tempo de alimentagdo do processo de fermentacio VHG em batelada
alimentada como forma de reduzir a inibig¢ao pelo substrato;

e Estudar a influéncia da microaeracao no final da fermentacao HG e VHG;

e Analisar a produgdo méaxima de etanol (P’mix) pela levedura floculante C2/00 em

temperaturas mais baixas.
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