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RESUMO

Os resultados descritos neste trabalho para a producdo de etanol utilizando-se a
levedura 1Q-AR/45-1, forneceram informacdes sobre os melhores suplementos
nutricionais e melhor tamanho de inéculo para a fermentacdo em batelada
alimentada. Dadas as variagcdes na composicdo do melaco e o uso de uma nova
levedura, faz-se necesséario o estudo de suas exigéncias nutricionais em processos
fermentativos. Experimentos preliminares em batelada simples mostraram que a
adicdo de DAP diminuiu o tempo de fermentacéo, estimulou o acumulo da biomassa
e producéo de etanol enquanto o ZnS0O4.7H,0O diminuiu o tempo da fermentacéo, e
aumentou o acumulo de etanol elevando a produtividade. A adicdo de MgS0O,4.7H,0
produziu mais etanol, melhorou o rendimento alcodlico e a produtividade. Estes
resultados obtidos em batelada simples foram transferidos para o sistema em
batelada alimentada. A melhor vazéo do melaco 20 % em ART foi de 0,40 mL.min™
para um volume final de trabalho de 100,0 mL. O aumento da temperatura de
fermentacdo de 34 °C para 37 °C em meio suplementado com DAP e ZnS0O,.7H,0
ou DAP e MgS0,4.7H,0 diminuiu o tempo da fermentacédo e a biomassa produzida,
porém, com menor rendimento e maior produtividade de etanol. O tamanho do
in6culo foi estudado com meio suplementado a 34°C. As melhores condi¢Bes foram
obtidas no processo em batelada alimentada a 34°C no qual foi utilizado melaco
clarificado com &cido sulfarico e uma quantidade de inéculo de (23,7+0,1) g.L™ que
levou a um tempo de fermentacdo de 5 horas. Nestas condi¢cdes, o rendimento
alcodlico foi de (79,1+0,7) % e a produtividade de (16,17+0,56) g.L™".h™.

Palavras-chave: leveduras, melaco, fermentacdo em batelada alimentada.



ABSTRACT

The results of the fermentative processes for ethanol production using the yeast
IQ-AR/45-1, provided information about the best nutritional supplementation and
inoculum size for the batch fermentation. Due to the differences in the sugarcane
molasses and the use of a new yeast strain, it was necessary to study the nutritional
requirements of the new yeast. Previous experiments in batch fermentation showed
that the DAP addition reduced the fermentation time, enhanced the biomass and
ethanol production while the ZnS0O,.7H,O reduced the fermentation time and
increased both the ethanol production and productivity. The addiction of
MgS0O..7H,O to the molasses increased the ethanol yield and enhanced the
productivity. These results obtained in batch cultures were assayed in fed-batch
fermentation. Using 20 % molasses (TRS), the best flow was 0.40 mL.min™ for a final
working volume of 100.0 mL. When molasses supplemented with DAP and
ZnS04.7H20 or DAP and MgS0,.7H,0 was used in the fed-batch experiments, the
raise in the temperature from 34 °C to 37 °C led to decreases in the fermentation
time, production of biomass, and ethanol yield followed by increases in ethanol
productivity. The best inoculum size to the ethanol fermentation was (23.7+0.1) g.L™
which led to a yield of (79.1%0.7) % and productivity of (16.17+0.56) g.L™".h™%.

Keywords: yeast, sugarcane molasses, fed-batch fermentation
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1 INTRODUCAO

A cana de acucar (Saccharum spp.) é de grande importancia para o Brasil,
pois é utilizada na producdo de aclcar e de etanol, que representa uma alternativa
como substituto de combustiveis provenientes do petréleo. Este &lcool é uma fonte
renovavel de energia e seu uso reduz as emissées de gas carbdnico, um dos gases
causadores do efeito estufa, comparativamente aos combustiveis fosseis, pois o
CO, produzido na combustdo do etanol é utilizado para o crescimento da cana de
acucar.

No Brasil, as industrias de producdo de etanol utilizam o caldo da cana de
acucar e melaco como matérias-primas na producao de etanol. A sacarose é obtida
a partir da cristalizacéo do caldo de cana, gerando como subproduto o melago, que
€ um meio quimicamente complexo e mais pobre em nutrientes do que o caldo da
cana de agucar e, por este motivo, precisa ser suplementado com fontes nutrientes
para otimizar as condi¢cdes de crescimento e producao de etanol pela levedura S.
cerevisiae.

A nutricAo dos micro-organismos utilizados nos processos fermentativos
industriais depende de seu tipo e linhagem. Essencialmente todos os nutrientes
podem limitar a velocidade da fermentacdo, estando presentes em elevada ou
pequena concentracdo. Em baixas concentracdes hd um pequeno crescimento
celular e em altas ocorre um efeito inibitério sobre os micro-organismos.

O presente projeto teve por objetivo principal estabelecer condi¢cdes para o
uso de uma levedura 1Q-Ar/45-1 construida a partir de leveduras isoladas de
bioreatores de fermentacao industrial.

Os objetivos especificos foram: estudar as exigéncias nutricionais da nova
levedura quanto a suplementacdo do melagco visando maior tolerdncia ao etanol
produzido, aumentar o consumo de agucar com retencdo de viabilidade utilizando
sais de ambnio, de zinco e de magnésio e o estabelecimento das condi¢bes de
fermentacdo a serem mantidas nos processos tais como, vazao de alimentacéo,

tamanho do in6culo e temperatura do processo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Alevedura S. cerevisiae

2.1.1 As células dalevedura S. cerevisiae

Leveduras sao células eucariodticas unicelulares contendo nucleo, mitocondria,
aparelho de Golgi, vesiculas de secrecado, reticulo endoplasmatico, vacuolos,
ribossomos, membrana plasmatica, periplasma, parede celular e outras organelas.
Tais microorganismos sdo usados como modelo em estudo de células eucaritticas
em geral, pois eles apresentam caracteristicas estruturais e funcionais de eucariotos
superiores. No entanto, uma célula animal ndo apresenta parede celular rigida como

a levedura.

2.1.2 A estrutura dos envoltérios celulares

O envelope celular € a estrutura que envolve o citoplasma da levedura, sendo
constituido por parede celular, membrana plasmatica, e periplasma. Em algumas
leveduras h& também uma cépsula envolvendo este envelope. Na levedura S.
cerevisiae, o envelope celular representa cerca de 15% do total do volume da célula
e desempenha o importante papel de controlar propriedades osmoéticas e de
permeabilidade da célula.

2.1.2.1 A parede celular

A parede celular das leveduras apresenta, em geral, de 100 a 200 nm de
espessura, compreendendo de 15-25% do total da massa seca da célula.

Os polissacarideos sdo os principais constituintes estruturais da parede
celular (80-90 % da parede). Estes sao, principalmente, glucanas e mananas e
menor proporgdo de quitina. A resisténcia da parede celular das leveduras deve-se
aos componentes da glucana da parede celular e que séo parcialmente arranjados
em forma de uma rede microfibrilar. Ambas as glucanas B-1,6 e B-1,3 estédo
presentes na parede celular e sdo distinguidas por sua diferenca de solubilidade em
meio acido e basico. Nas manoproteinas as unidades de glicose estdo ligadas por
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ligacbes glicosidicas ao-1,6, a-1,2 e 0-1,3. A quitina é um polimero de N-
acetilglucosamina que esté presente em pequenas quantidades na parede celular da
S. cerevisiae (2-4%) principalmente no local das cicatrizes dos brotos. A parede
celular de leveduras inclui também proporcdes variaveis de proteinas, lipidios e
fosfatos inorganicos, sendo que tais proporc¢des variam com a linhagem da levedura,
bem como a idade e condi¢cbes de crescimento.

A Fig. 1 apresenta a estrutura da parede celular. E consenso geral de que a
espécie de levedura S. cerevisiae apresenta uma parede celular constituida por
manoproteinas com liga¢des glicosidicas cruzadas. As manoproteinas sdo ligadas
entre si por interacdes hidrofobicas ou por ligagbes de dissulfeto (ponte de enxofre)
ligando-se a rede de glucana por ligagdes covalentes. As manoproteinas podem ser
importantes na determinacéo de porosidade da parede celular da levedura (WALKER,
1998).

i ANts  SASRSAIITRRsIASISARN,
S R R i

Figura 1. Composicdo e estrutura da parede celular da S. cerevisiae:
(@) manoproteina; (b) B-1,6 glucana; (c) B-1,3 glucana; (d) quitina; (e) cadeia N
glicosidica; (f) cadeia O-glicosidica; (g) enzimas periplasméticas; (h) membrana
plasmatica

A quitina, além de ser encontrada em cicatriz de brotos, também é localizada
em pequenas quantidades por toda a parede celular da levedura S. cerevisiae
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atuando como receptores de toxinas ‘killer’ e garantir a manutencao da integridade

morfologica e osmbtica.

A Tab. 1 apresenta as funcdes fisiologicas da parede celular das leveduras.

Tabela 1: Funcdes fisioldgicas da parede celular das leveduras (WALKER, 1998)

Funcéao

Comentarios

Protecéao fisica

Parede celular protege o protoplasma e mantém a forma das

células das leveduras

Estabilidade

osmotica

A remocao da parede celular resulta na lise do protoplasma na

auséncia de um estabilizador osmoético

Permeabilidade

Solutos maiores que 600 Da ndo permeiam a parede celular,
sendo a entrada e saida de agua das células controlada pela

parede celular

Imobilizacao de

enzimas

Enzimas como a glucanase e invertase s&o imobilizadas na

parede celular das leveduras

Suporte de cétions

Muitos cétions, incluindo de metais potencialmente toxicos se

aderem a parede celular das leveduras

Reconhecimento

célula-célula

Sitios de reconhecimento para unido de feroménios

relacionados a reproducédo sexuada e as toxinas ‘killer’

Adesao célula-

célula

Aglutinagéo sexual levedura-levedura, floculagéo e

aglomeracao

Em resumo, a parede celular das leveduras € uma organela multifuncional

envolvida na protegdo celular,

manutencdo da forma, interagbes celulares,

receptores, suporte e atividade enzimatica especializada.

2.1.2.2 Fendmenos da superficie celular

A parede celular confere, ainda, propriedades de floculacdo e adesédo as

leveduras sendo estes fendmenos de relevancia em processo industriais.

A floculacéo de leveduras é um fenémeno de agregacao celular e que ocorre

gquando as células aderem-se,

de maneira reversivel, para formar flocos

macroscopicos e que ficam em suspensdo. Em geral, a floculagdo das leveduras
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esta associada com o inicio da fase estacionaria, porém, o tempo e o grau de
floculacdo ndo estdo precisamente estabelecidos. Este fenbmeno € importante em
fermentacdo de bebidas, pois se a floculacdo for rapida, a fermentacdo terminara
prematuramente, deixando acucar residual no reator. A floculacdo das leveduras
esta baseada nas interacdes que ocorrem entre lectinas ativadas por calcio e
receptores de manose na parede celular das leveduras.

A aglomeracdo celular é algumas vezes confundida com floculacdo que, por
sua vez, € um fendbmeno irreversivel de grande importancia em linhagens de S.
cerevisiae utilizadas na panificacdo e para diferencia-las, basta adicionar solucao de

EDTA, que complexa os fons Ca** dos flocos, dispersando os mesmos.
2.1.2.3 Membrana plasmatica

As leveduras ndo existiiam como entidades unicelulares sem a membrana
plasmatica, isto porque essas estruturas representam a primeira barreira para a
passagem de moléculas hidrofilicas e, portanto, impedem o conteudo citoplasméatico
de misturar-se livremente com 0 meio aquoso.

A membrana plasmatica da S. cerevisiae possui 7,5 nm de espessura e
apresenta ainda, eventuais invaginagdes. Esta membrana, assim como outras
membranas biologicas, é descrita por meio do modelo da bicamada lipidica
contendo proteinas globulares hidrofébicas que formam o chamado ‘Modelo do
Mosaico Fluido’. Os componentes lipidicos compreendem principalmente
fosfolipidios e esterbis, sendo provavel que esses Uultimos conferem rigidez as
membranas, ao passo que os primeiros conferem fluidez.

Os componentes protéicos incluem aqueles envolvidos em transporte de
solutos (ATPase, permeases e canais), bissintese de parede celular (glucana e
quitina sintases), transducdo de sinal através da membrana e ancoradores do

citoesqueleto como mostra a Fig. 2.

Ancoradores Sintese de Transdugéo de ATPase Proteinas de

do parede celular tranporte
citoesqueleto !

Figura 2: Componentes protéicos da membrana plasmatica
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A membrana plasmatica das leveduras néo é estética, pelo contrario, ela sofre
mudancas estruturais e funcionais dependendo das condi¢gbes de crescimento.

2.1.2.4 O citoplasma e o citoesqueleto

O citoplasma da levedura é um fluido coloidal contendo compostos de massas
moleculares baixas e intermediarias, proteinas, glicogénio e outras moléculas
soliveis. O citossol contém organelas tais como ribossomos e lipidios que atuam
como reserva de energia e precursores da biossintese das membranas da levedura.

O citoesqueleto das leveduras compreende microtubos e microfilamentos.
Estas sdo estruturas dindmicas que realizam trabalho mecanico nas células através
da unido e separacdo de subunidades protéicas que estdo envolvidas com varios
aspectos da morfologia das leveduras, incluindo mitose, meiose e septagao.

2.2 Transporte através de membranas

2.2.1 Transporte de agucares

O transporte de monossacarideos ocorre por difusdo facilitada, em pequena
propor¢ao, e por proteinas de transporte. Vinte transportadores de monossacarideos
foram descritos para a levedura S. cerevisiae (WALKER, 1998).

A absorc¢do de glicose pela levedura S. cerevisiae é rapida em dire¢cdo a um
menor gradiente de concentracdo e os transportadores séo estereoespecificos. Este
tipo de transporte ndo é cumulativo, ocorrendo até que se atinja o equilibrio e, a
energia do metabolismo ou fosforilagdo do ADP a ATP néo € exigida na entrada de
glicose na célula (WALKER, 1998).

O transporte de dissacarideos ocorre com gasto de energia. Na maioria das
leveduras, a sacarose € hidrolisada a glicose e frutose na parede celular pela
invertase e estes produtos sdo transportados para o interior da célula. Em menor
proporgédo, ocorre transporte da sacarose para o interior da levedura, com gasto de

energia, onde esta € quebrada nos seus monossacarideos glicose e frutose.

2.2.2 Transporte de élcoois

Moléculas pequenas e solluveis em lipidios, como glicerol, metanol e etanol

séo transportados por difusdo passiva. O etanol pode entrar na célula por difusdo
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passiva durante o crescimento aerdbico em meio contendo glicose. No entanto, em
elevadas concentragdes, o etanol influencia na integridade da membrana e pode ser
toxico as proteinas da membrana celular, resultando em inibicdo do crescimento e

mesmo morte celular (DING et al., 2009)

2.3 Genética das leveduras

2.3.1 Genética da reproducdo assexuada ou mitose via formacgao de brotos

Durante a propagacdo de uma cultura, as células se dividem por mitose
formando células exatamente idénticas a célula mée por processo de brotamento.

Cicatrizes de brotos séo protuberancias convexas, em forma de anel, ricas em
quitina e que permanecem na superficie da célula-mée apds o brotamento da célula-
filha. A Fig. 3 apresenta micrografias eletronicas de varredura de uma célula-mée
em brotamento e da cicatriz formada apés o brotamento (WALKER, 1998).

= m

(@)
Figura 3: Micrografia eletronica de varredura apresentando:
(@) célula-mde com brotamento e (b) cicatriz causada pelo
brotamento

Brotos de levedura sdo iniciados quando a célula-méde atinge um tamanho
critico de forma elipsoidal e coincidente com o inicio da sintese de DNA. Na S.
cerevisiae tais brotos ocorrem geralmente na regido de méaxima curvatura da
superficie celular. Em seguida ocorre uma fragilizacéo localizada da parede celular e
isto, juntamente com a tensdo exercida pela uma pressdao osmdtica interna,
denominada pressao de turgor, leva a expansao do citoplasma formando uma nova

area ou broto resultante da acdo de glucana e quitina sintases (WALKER, 1998).
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A quitina forma um anel na juncéo entre a célula-mae e o broto (Fig. 4). Este
anel de quitina ira conferir as caracteristicas da cicatriz do broto apés a divisdo
celular em um processo no qual o niacleo e outras organelas se dividem e migram
em direcao ao broto, ocorrendo a clivagem do mesmo na regido entre a célula-mae
e 0 broto (WALKER, 1998).

Expanséo celular

An_e_l de / localizada
quitina

Deslocamento de
vesiculas

Pressdo de
turgor

@ MitocOndria

Figura 4: Fisiologia do crescimento de brotos na superficie da levedura, mostrando o
anel de quitina formado e a migragéo de organelas para o broto

Quando o brotamento da célula-filha se inicia, o crescimento da superficie da
célula-mée € interrompido durante o tempo restante da divisao celular.

Na levedura S. cerevisiae, o tamanho das células-mée e das células-filha
variam de forma assimétrica durante a divisdo celular. Os brotos sdo menores que a
célula-mde no momento da clivagem, que é realizada por proteinas especificas
denominadas septinas.

A porcentagem de leveduras em estado de brotamento em uma populacéo de
células pode ser calculada utilizando a micrografia de contraste de fase. Populacdes
que se dividem rapidamente tém indice de brotamento por volta de 50%. Quando a
célula-filha finalmente se destaca da célula-méae, aparece uma regido de cicatriz nas
superficies das duas células. Na parede da célula-mae € formada a cicatriz do broto,
rica em quitina, e na ceélula-filha é formada a cicatriz de nascimento do broto, que é
pobre em quitina. Na levedura S. cerevisiae, 0s locais de brotamento podem,
ocasionalmente, se sobrepor a cicatriz de nascimento, mas nunca se sobrepfem a
uma antiga cicatriz de brotamento (CHANT; PRINGLE, 1995 apud WALKER, 1998).
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Em leveduras com brotamento multilateral, o nimero de cicatrizes determina
a idade celular ou tempo de vida, indicando o nimero de vezes que a célula sofreu
divisdo. O limite de Hayflick (HAYFLICK, 1965 apud WALKER, 1998) refere-se a
esta capacidade maxima de divisdo de uma unica célula e 25 divisbes podem ser

realizadas para a levedura S. cerevisiae.

2.3.2 Genética dareproducao sexuada ou meiose via esporulacéo

2.3.2.1 A esporulagéo das leveduras

A esporulacdo envolve meiose e desenvolvimento de asci na célula, que
podem ser produzidos, privando as células dipléides de S. cerevisiae de fonte de
nitrogénio e fornecendo acetato como fonte de carbono. Sempre que as condi¢gbes
sdo adversas, a levedura entra em meiose e recombinagcdo ocorre como uma
tentativa de formar células mais resistentes as agressfes ambientais (WALKER,
1998).

A divisdo meidtica ou formacao de gametas estéd envolvida com a reproducao
sexuada. A levedura S. cerevisiae se divide formando quatro nucleos a partir dos
quais quatro esporos séo gerados e ap0s a meiose se completar, obtém-se um asco
derivado de uma unica célula.

Apéds a reproducdo sexuada, ocorre a conjugacdo de duas células haploides
de células diferentes, denominadas células a e a, que sao induzidas a conjugacao

através de fatores de conjuga¢cédo denominados fator a e fator a.

2.3.2.2 Arecombinacéo ou formacgéo de célula hibrida

A fusdo dos dois nucleos haploides resulta em um nucleo dipléide. O zigoto
dipléide dard continuidade ao ciclo mitético da divisdo celular em meio de
crescimento. Na falta de nutrientes nitrogenados e na presenca de fonte de carbono
ndo-fermentecivel como etanol ou acetato, a levedura S. cerevisiae sofre meiose e a
esporulacéo resulta na formagédo de quatro esporos hapldides, dois a e dois a. Os
esporos podem germinar em meio rico e essas células hapléides se conjugam
formando células diploides. A Fig. 5 apresenta o ciclo de vida da levedura S.
cerevisiae (WALKER, 1998).
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Figura 5: Ciclo de vida da S. cerevisiae. Em (A) as células hapléides podem se
multiplicar indefinidamente por mitose desde que sejam nutridas e ndo permanecam
em contato; em (B) duas células haploides se conjugam formando uma célula
diploide; em (C) a célula diploide pode se multiplicar por mitose indefinidamente; em
(D) a célula sofre esporulacao na falta de nutrientes

2.3.3 Geracdo de heterogeneidade na populacdo de Ileveduras em

fermentagdes industriais

A tolerancia ao etanol e altas concentracdes de acucares, a adaptacdo a
acidez elevada e outros fatores de estresse sdo as causas do aparecimento de
mutantes e variantes fenotipicos (variantes fisiologicos). Os variantes fenotipicos
tendem a desaparecer durante o processo de fermentacdo (THORNTON,1991;
MORAIS et al., 1997). Sabe-se que a populacdo microbiana desenvolve
heterogeneidade durante processos de fermentacdo (SUMNER; AVERY, 2002;
MORAIS et al., 1997) e podem levar as seguintes situacdes: a) coexisténcia de
células de diferentes tamanhos que se encontram em diferentes estagios do
processo de divisdo celular e expressando genes de forma diferenciada; b)
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diferencas de idade entre células que passam a apresentar distingbes em
parametros fisiologicos e sensibilidade a agentes mutagénicos; c) diferencas em
duracdo do ciclo de divisdo celular, sendo que a parede das células passa a
apresentar resisténcia elevada a enzimas liticas e reducdo da velocidade de
crescimento em fase estacionaria; d) aparecimento de variantes fenotipicos

(sensiveis a elevacao do estresse) por adaptacdo as condi¢des de estresses.

2.4 Metabolismo das leveduras

A reacdo global da fermentacdo, em que a glicose € convertida em etanol é
dada por:

CsH1206 + 2ADP +2Pi =—» C,HsOH + CO, + 2H,0 + 2ATP

na qual ADP é a adenosina difosfato, Pi € o fosfato inorganico e ATP € adenosina
trifosfato.

Assim, o objetivo da levedura ao metabolizar anaerobicamente a glicose, é
produzir a molécula energética ATP que sera utilizada nos diversos trabalhos
celulares e de biossintese.

A transformacdo de glicose em etanol envolve 12 reagbes em sequéncia
ordenada, cada uma catalisada por uma enzima especifica. Estas reacoes,
apresentadas na Fig. 6, sofrem a acdo de diversos fatores como nutrientes,
minerais, pH, temperatura, entre outros e ocorrem a nivel de citoplasma, logo, é
nessa regido da célula que o etanol € produzido.

Uma molécula de glicose é convertida a duas outras de acido piravico através
da glicdlise que consiste em uma sequencia de 10 reacdes enzimaticas. O &cido
piravico pode ser utilizado no processo respiratorio ou fermentativo. No processo
fermentativo, duas enzimas sado de fundamental importancia para a producdo de
etanol: a enzima piruvato descarboxilase contém um atomo de magnésio e catalisa a
reacdo em que o acido piravico é descarboxilado a aldeido. Por outro lado, a enzima
alcool desidrogenase, que contém um atomo de zinco, € responsavel pela

conversao do aldeido ao etanol.
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Figura 6: Sequencia das reacdes enziméticas de conversao da
glicose a etanol (adaptado de VOLPE, 1997).
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No final da metabolizacdo de acuUcares pela levedura sdo obtidos biomassa,
CO; e H,O em aerobiose (presenca de O;) e etanol e CO, em anaerobiose
(auséncia de Oy,).

Na fermentacdo alcodlica, juntamente com a producdo de etanol e de
biomassa, as leveduras produzem subprodutos de interesse metabdlico como
glicerol (relacionado a uma resposta ao estresse osmotico), acidos organicos
(succinico, acético, piravico e outros), alcoois superiores, acetaldeido, entre outros.
Pode-se calcular o equivalente em agulcar consumido para a formacao de cada um
dos produtos e subprodutos da fermentacgéo, levando-se em conta a estequiometria
das reacgoes, conforme Tab. 2 (BASSO, 2010).

TABELA 2: Equivalente em acgucar consumido para produtos e
subprodutos da fermentacdo com rendimento de 85-92%

Produtos e subprodutos da fermentacéo | Agcucar consumido (%)
Etanol 46,0 - 47,0
Gas carbonico 41,0 — 45,0
Biomassa 1,0-5,0
Glicerol 2,0-90
Acido succinico 03-12
Acido acético 0,1-0,7
Oleo fusel 0,2-0,6

2.5 Nutricdo das leveduras

As leveduras sdo compostas principalmente de C, H, O, N, S e P presentes
em macromoléculas (proteinas, polissacarideos, acidos nucléicos e lipidios), junto
com fons inorganicos (K*, Mg?*, entre outros) e elementos traco que desempenham
papel estrutural e funcional no metabolismo celular. A Tab. 3 apresenta as principais

necessidades e fungdes de tais elementos nas leveduras.



Tabela 3: Elementos nutricionais das leveduras e suas fun¢gdes (WALKER, 1998)

Elemento Fonte Funcdes celulares
Carbono Acucares Estrutura e fonte de energia
Protons
Forca motriz para transporte de préotons
Hidrogénio provenientes de )
meio cido através da membrana
Substrato para respiragéo envolvendo
Oxigénio Oy, ar enzimas oxidativas, bem como sintese de
ergosterol e outros &cidos graxos insaturados
_ . | Saisde NH4", uréia, Presentes em proteinas, enzimas e acidos
Nitrogenio aminoécidos nucléicos
Fosforo Fosfatos Estrutura de membrana e acidos nucléicos
Potéssio Sais de K* Balanco ibnico e atividade enzimatica
o < de Ma?* Estrutura celular de organelas e atividade
Magnésio Sais de Mg enzimética
Enxofre Sulfatos Aminoacidos e vitaminas
o < de Ca?* Mensageiro na modulacdo de respostas de
Calelo Sais de Ca crescimento e metabolismo
Cobre Sais de Cu** Cofatores de enzimas da cadeia respiratoria
. Sais de Fe®* Citocromos, cofatores de enzimas da cadeia
erro asdere respiratoria
Manganés Sais de Mn** Atividade enzimatica
Zinco Sais de Zn** Atividade enzimatica
Niquel Sais de Ni** Atividade da urease
Molibdénio Na;MoO4 Metabolismo do nitrato e vitamina B>

A Tab. 4 apresenta as concentracbes Otimas para 0 crescimento das
leveduras, no entanto, estes valores podem mudar devido aos fatores tais como

diferencas entre linhagens e interac¢des idnicas.
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Tabela 4: Concentragdo 6tima de céations para o
crescimento de leveduras (WALKER, 1998)

Céation | Concentracao
H* 1,0 pmol.L™?
K* 2-4 mmol.L*?

Mg** 2-4 mmol.L™
Mn** 2-4 pmol.L!
ca™ <1 pumol.L™"
cu® 1,5 umol.L*?
Fe™ 1-3 umol.L™
zZn* 4-8 pmol.L™?
Ni** 10-90 pmol.L™*
Mo?* 1,5 pmol.L™?
Co* 0,1 pmol.L™?
B* 0,4 umol.L™

A levedura necessita ainda de fatores de crescimento como vitaminas,
purinas e pirimidinas, nucleosideos e nucleotideos, aminoacidos, acidos graxos e
esterodis. Quando uma espécie de levedura necessita de um fator de crescimento e
nao ocorre a adicdo deste fator ao meio de cultura, entdo ocorre um crescimento
pobre e diminuicdo da velocidade dos processos metabdlicos. Em geral, sdo
utilizadas vitaminas como a biotina, acido pantoténico, acido nicotinico (na forma de

nicotinamida), tiamina e vitamina B.

2.5.1 Os meios de cultivo

Devido as necessidades nutricionais relativamente simples das leveduras,
torna-se muito facil seu cultivo e crescimento. Para um crescimento vigoroso das
leveduras, o extrato de malte € um meio complexo tradicionalmente empregado e
pode ser preparado adicionando-se 1-2% (m/v) ao meio. Também como meio
complexo pode ser utilizado o meio contendo extrato de levedura suplementado com

peptona e glicose.
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Na preparagdo do meio seletivo, muitos agentes antibacterianos e antifungos
podem ser incorporados a este para inibir a proliferacdo desses microorganismos.

Algumas consideragfes sao pertinentes quanto ao uso de meios de cultivo
para a levedura na industria. Para a producdo de biomassa a partir do melaco, a
concentracdo de acucares deve ser mantida baixa por alimentacdo controlada
(fermentacdo em batelada alimentada) para impedir o efeito da repressédo pela
glicose e promover a respiracao das leveduras. Para a producao de etanol, a partir
do melaco, as concentracfes de aclUcares devem ser mais elevadas para promover

a fermentacéo alcodlica.

2.5.2 Matérias-primas industriais

O caldo obtido pela moagem de cana-de-acUcar e que também pode ser
utilizado como uma matéria-prima para a producdo de etanol, possui cerca de 78-
86% de agua,10-20% de sacarose, 0,1-2% de acUcares redutores, 0,3-0,5% de
cinzas e entre 0,5-1,0% de compostos nitrogenados, sendo que seu pH varia de 5,2
a 6,8. Melacos sédo os subprodutos da fabricacdo de aclUcar e que ndo sao mais
utilizados para a cristalizagdo da sacarose. Sua composic¢do varia de acordo com o
processo de producdo, mas pode-se admitir que seja composto de até 62% de
acucares, 20% de agua, 8% de cinzas, 3% de matérias nitrogenadas e 7% de outros
como gomas e acidos. Na fracdo de aclcares ha 32% de sacarose, 14% de
dextrose e 16% de levulose. De maneira geral, o0 melaco possui cerca de 50% de

acucares fermentesciveis (LIMA et al., 2001, v.3).

2.5.2.1 Preparo de mostos de cana-de-agUcar

O caldo que se obtém da moagem da cana-de-agucar, misturado com a agua
de embebicdo, € rico em sacarose e acgucares redutores e esta convenientemente
diluido para sofrer a fermentacdo alcodlica. Embora se possa fazer a fermentacao
do caldo com o caldo bruto, normalmente ele é clarificado por meio de aquecimento,
decantacdo e posterior filtragdo para separar coléides, gomas e materiais
nitrogenados. Assim, este caldo clarificado fermenta melhor, espuma menos e suja

menos as colunas de destilacédo (LIMA et al., 2001, v.3).
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2.5.2.2 Preparo de mostos de melago

O mosto, liquido pronto para a fermentacdo, do melaco € obtido pela sua
diluicdo com 4gua. Os melacos tém ar ocluso, temperaturas diferentes e viscosidade
variavel ao longo dos dias de producao, que dificultam seu escoamento uniforme. As
concentragbes dos mostos utilizados nas destilarias brasileiras s&o medidas em
graus Brix, definido como a massa de soélidos soluveis em 100 mL de solugéo,
diluidos entre 15 e 20 °Brix (LIMA et al., 2001, v.3).

Mostos muito diluidos fermentam mais rapido e sujam menos os aparelhos de
destilacdo, porém, exigem maior volume util de fermentadores, mais espacos para
eles, maior consumo de vapor, mais agua para diluicdo e favorecem as infeccoes.
Mostos concentrados, por sua vez, ocasionam maiores perdas em acucares nao
fermentados, temperaturas mais levadas durante a fermentacdo, sujam mais 0s
aparelhos de destilacdo, no entanto diminuem o volume util dos reatores e ha um
menor gasto com agua para diluicdo (LIMA et al.,, 2001, v.3). Quando as
concentracfes de agucares no mosto fermentativo sdo muito elevadas pode ocorrer
diminuicdo da fermentacdo devido ao aumento da pressdo osmoética e da alta
toxicidade do etanol para as leveduras (BISSON; BUTZKE, 2000), pois o etanol em
elevadas concentracfes pode destruir a membrana destas e causar queda da

viabilidade celular ou mesmo a morte das células.

2.6 Leveduras e contaminantes

A presenca de contaminantes na fermentagcdo resulta em sérios prejuizos
para as leveduras refletindo-se de modo direto sobre a produtividade e o rendimento
do processo produtivo.

Pode-se definir levedura contaminante como qualquer levedura presente no
processo fermentativo, que nao seja a levedura selecionada para a conducdo da
producdo de alcool.

Leveduras contaminantes podem se apresentar em maior nimero do que o
fermento inicialmente empregado em poucos dias, j& no inicio da safra, devido a
fatores como agressividade na competicdo por nutrientes, maior velocidade de
multiplicacdo, pressdo de selecdo favoravel e proporgcdo inicial significativa
(TAVARES, 1992 apud CABRINI, 2010).
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Tais leveduras podem trazer sérios prejuizos ao processo fermentativo, como
reducédo no rendimento, maior tempo de fermentacdo, problemas operacionais, etc.
Contudo, as leveduras contaminantes podem, ao contrario dos efeitos prejudiciais
citados anteriormente, apresentar bom desempenho fermentativo, podendo ser
selecionadas para atuarem como as leveduras de processo numa safra posterior.

Os maiores problemas causados pela contaminacdo bacteriana sdo a
degradacdo da sacarose e a formacdo de acidos organicos (acidos como o acético,
latico e butirico) e de gomas dextrana e levanas que ocasionam a perda de agucar e
a intoxicagao das leveduras.

A contaminagcdo bacteriana, principalmente por Lactobacillus, Bacillus e
Leuconostoc, esta sempre presente e, dependendo de sua intensidade, compromete
o rendimento do processo fermentativo. A contaminacao bacteriana é favorecida por
altas temperaturas e associa-se ao aumento da formacao de &cido latico (AMORIM,
2001 apud BRAGA, 2006).

2.7 Cinética dos processos fermentativos

A Fig. 7 mostra uma curva de crescimento obtida quando as leveduras séo
inoculadas em um meio nutriente adequado e sob condi¢des 6timas de crescimento
(WALKER, 1998).
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Figura 7: Curva tipica de crescimento de leveduras
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A curva de crescimento obtida de uma cultura em batelada compreende a
fase lag, exponencial e por fim a fase estacionéria. A fase lag representa um periodo
de crescimento nulo (derivada igual a zero) e ocorre devido as mudancas em
nutrientes do meio e alteragcbes em condic¢des fisicas tais como temperatura e pH.
Sua duracdo depende ndo apenas de condi¢cdes de crescimento, mas também da
densidade de inoculagdo e do historico de crescimento do inéculo. A fase lag
representa o tempo necessario para que 0S micro-organismos se adaptem a seus
novos meios quimicos e fisicos de crescimento, sintetizando neste periodo os
ribossomos e as enzimas necesséarias a uma alta taxa de crescimento (WALKER,
1998).

O ponto em que a fase lag termina é estimado a partir da extrapolacao de
duas retas tangentes aquelas desta e da fase exponencial. No ponto de interseccao
dessas duas retas (Fig. 7) ocorre o fim da fase lag. A duracéo e o padréo desta fase
sdo influenciados pela linhagem da levedura, pela idade das células antes da
inoculacdo e pela composicdo, tanto do meio no qual a levedura vinha sendo
cultivada quanto do novo meio em que foi inoculada. A medida que a levedura se
adapta ao meio e as condic¢des fisicas, sintetiza componentes celulares e sé entado
comeca a metabolizar os nutrientes do meio e multiplicar-se. Quando as células
saem da fase lag e iniciam o processo de divisao, elas entram na fase de
crescimento acelerado (NOGUEIRA; VENTURINI FILHO, 2005).

O crescimento exponencial das leveduras € finito, mas pode ser prolongado
em processos de batelada alimentada nos quais incrementos de nutrientes séo
adicionados ao meio durante a fermentacdo. Nas culturas em batelada, a fase
exponencial é de curta duracdo devido a diminuicdo da quantidade dos nutrientes
essenciais, acumulo de metabdlitos ou excesso de floculacéo.

Eventualmente, o nimero de células que morrem excede o numero de células
novas e, entdo, a cultura entra na fase de declinio. Para as leveduras, morte
significa a perda irreversivel da capacidade de se reproduzirem. A rapidez com que
as células morrem ou sobrevivem por mais tempo € ditada pela composi¢cdo do meio
(esgotamento de nutrientes, acumulo de metabdlitos, etc.) e pelas condi¢bes fisicas
e quimicas do meio (pH, temperatura, etc.) (NOGUEIRA; VENTURINI FILHO, 2005).
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2.8 Processos industriais de fermentacéao

O etanol pode ser produzido por quatro principais tipos de operacdes
industriais: processo em batelada, batelada alimentada, semicontinuo e continuo
(KEIM, 1983; PRASAD; SINGH; JOSHI, 2007).

2.8.1 Processo em batelada

Na fermentacdo em batelada (ou descontinuo), o substrato e as células da
levedura sao adicionados juntos ao bioreator (KEIM, 1983) conjuntamente com 0sS
nutrientes. Durante o processo, ocorre apenas a troca de gases e solucdes para
controle de pH e anti-espumantes sédo adicionados. Terminada a fermentacéo,
descarrega-se 0 reator, e 0 meio fermentado segue para o0s tratamentos finais.
Entdo, deve-se lavar o bioreator, esteriliza-lo e recarregd-lo com mosto e indoculo.
Uma das vantagens da operacdo em batelada (processo descontinuo) € a maior
flexibilidade que pode ser alcangada usando diversos reatores, em série ou nao.
(CAYLAK; SUKAN, 1996). Esse processo apresenta como vantagens, 0s baixos

custos de producéo e uma pequena necessidade de controle de processo.

2.8.2 Processo em batelada alimentada

O processo descontinuo alimentado (ou batelada alimentada) é definido como
uma técnica na qual um ou mais nutrientes sao adicionados ao fermentador durante
o cultivo e os produtos permanecem no fermentador até o final da fermentacdo
(KEIM, 1983). Em alguns casos, todos os nutrientes sdo gradualmente alimentados
ao reator. A vazao de alimentacdo pode ser constante ou variar com o tempo assim
como a adi¢do de mosto pode ocorrer de forma continua ou intermitente, sendo que
uma escolha adequada da vazdo de alimentagdo leva a melhores resultados de
produtividade e rendimento do processo (CHENG, et al. 2009; ANDRIETTA,
FERREIRA; ANDRIETTA, 2010) . A mudanca de volume pode ou n&o ocorrer,
dependendo da concentracdo do substrato e da taxa de evaporacdo do sistema.
Devido a flexibilidade de utlizacdo de diferentes vazdes de enchimento de
bioreatores com meio nutriente, é possivel controlar a concentragdo de substrato no

fermentador, de modo que, por exemplo, 0 metabolismo seja deslocado para uma
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determinada via metabdlica, levando ao acumulo de um produto especifico. Tal
processo € largamente utilizado para a producdo de biomassa microbiolégica,
etanol, acidos organicos, antibiéticos, vitaminas, enzimas entre outros. O processo
de batelada alimentada, em comparagcdo ao processo de batelada simples possui
vantagens como baixa concentracdo de acucar residual, diminuicdo no tempo de
fermentacdo e maior produtividade. Quando uma porc¢éao do caldo de fermentagéo &
retirada em intervalos de tempo e parte desta cultura € utilizada como inéculo para a
proxima fermentagéo, entdo o sistema € operado como fermentagdo em batelada
alimentada com reciclo de células. Este processo, por sua vez, tem a vantagem de
ndo necessitar de propagacao do indculo evitando contaminacdes e perda de tempo
com a propagacao do in6culo (ROUKAS, 1996).

2.8.3 Processo semicontinuo

Em processos semicontinuos, uma por¢éo da cultura é retirada em intervalos
de tempos e meio fresco é adicionado ao sistema de forma intermitente havendo,
também, variacdo no volume da cultura. Este método mostra algumas vantagens em
relacdo as operacdes continuas e em batelada. Ndo ha necessidade de se ter um
reator separado para o inoculo, exceto no inicio do processo. Neste, ndo séo
perdidos tempo com limpeza e esterilizagdo. E necessario pequeno controle de
processo, no entanto ha um alto risco de contaminag¢do e mutacdo devido a longos
periodos de cultivo e periédicos manuseios. Por outro lado, sdo necessarios reatores
de volumes maiores e o0s custos de investimento sdo levemente mais elevados
(CAYLAK; SUKAN, 1996).

2.8.4 Processo continuo

No processo continuo, 0 material nutriente (o qual contém a fonte de carbono
e outros nutrientes) é bombeado continuamente dentro de um bioreator, onde 0s
microrganismos estao ativos e ao mesmo tempo, o produto é retirado do sistema. O
produto final contém etanol, células e agucar residual (CAYLAK; SUKAN, 1996). A
manutencdo de um volume constante de liquido no reator é de primordial

importancia, para que o sistema atinja a condicdo de estado estacionario, condi¢ao
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nas quais as variaveis de estado (concentracdo de células, de substrato limitante e
de produto) permanecem constantes ao longo do tempo de operagéo do sistema.

Na industria, este processo é do tipo multiplo estagio, com 4 ou 5 reatores
cbnicos de tamanhos variados. O meio de fermentacdo é alimentado no topo do
primeiro fermentador conjuntamente com as leveduras. Este meio fermentado é
continuamente retirado do fundo de cada bioreator e adicionado a uma meia altura
do préximo estagio e assim, sucessivamente. Este processo geralmente resulta em
produtividade de 7,9 g.L™".h"* (ZANIN et al., 2000).

2.9 A producéo de etanol em destilarias

Cerca de 79% do etanol produzido no Brasil é obtido a partir da fermentacao
da caldo de cana-de-acucar e o restante € proveniente do melaco da cana-de-
acucar (FUKUDA; KONDO; TAMALAMPUDI, 2009). As destilarias brasileiras
operam em processo de batelada alimentada ou processo continuo com reutilizacao
de uma suspensdo com altas densidades de células, denominada leite de levedura

Alimentacéo continua é utilizada em processos de batelada alimentada até o
enchimento do reator. A reutilizacdo de células evita os custos com a propagacao do
in6culo, os quais incluem consumo adicional de matéria prima e levam a tempos
mais longos de fermentacdo com formacdo de menos subprodutos. As altas
densidades de células minimizam os efeitos da inibicdo pelo produto
(RIESENBERG; GUTHKE, 1999), tornando possivel a realizacdo das fermentacfes
rapidas com menor tempo de exposicdo aos estresses gerados pelo processo. As
destilarias brasileiras operam em altas concentracdes de acucares com 15% a 20%
de acucar total (m/v), altas densidades de células com 7% a 14% de biomassa
umida (v/v) tempos de fermentacéo relativamente curtos 8 a 10 horas. Diminui¢des
em producdo de etanol ocorrem sempre que a formacdo da biomassa for
significante. Em destilarias brasileiras, o excedente de biomassa é retirado antes do
inicio de cada novo ciclo de fermentacdo e utilizado no preparo de racdo animal
(LALUCE, 1991).
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo principal estabelecer condi¢cbes para o
uso da nova levedura |Q-Ar/45-1 construida a partir de leveduras isoladas de
bioreatores de fermentacao industrial. Os objetivos especificos foram:

- Estudar as exigéncias nutricionais da nova levedura quanto a
suplementacdo do melagco visando maior tolerancia ao etanol
produzido, aumentar o consumo de acucar com retencdo de
viabilidade utilizando-se sais de amonio, zinco e magnésio.

- Estabelecimento das condi¢cdes de fermentacdo a serem mantidas
nas fermentagbes em batelada alimentada: vazdo de alimentag&o

do melago, tamanho do inéculo e temperatura do processo.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Levedura utilizada

Foi utilizada a levedura hibrida Saccharomyces cerevisiae 1Q-Ar/45-1
(protocolo n° 01808004893, INPI Brasil) construida a partir de leveduras isoladas de
bioreatores de fermentagcdo industrial e acondicionadas em meio YPD solido,
constituido de 1% (m/v) de extrato de levedo, 2% (m/v) de peptona, 2% (m/v) de
glicose e 2% (m/v) de agar. Culturas frescas desta levedura foram utilizadas nos

experimentos.
4.2 Condigdes de fermentagéo

Estudou-se a suplementacdo do melaco com DAP (diaménio hidrogeno
fosfato), ZnS0,4.7H,O e MgS0O,.7H,0. O DAP é uma fonte de nitrogénio e esta
ligado a producéo de proteinas e acidos nucléicos. Os atomos de zinco e magnésio
estdo presentes em enzimas que catalisam as reag0es de transformacao da glicose
a etanol.

Foram utilizadas vazées de alimentacdo de 0,40 mL.min* e 0,20 mL.min™,
gue simula as condi¢cbes industriais de enchimento dos reatores. Utilizaram-se

tamanhos de in6culo de 15 a 31,6 g.L™" de células para as fermentacdes em
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batelada alimentada, sendo que o inéculo de 23,7 g.L™* (9% (v/v)) é o usado na
indUstria. Nas industrias brasileiras de producdo de etanol, a temperatura dos
processos fermentativos pode aumentar, principalmente no verdo, dependendo da
eficiéncia dos trocadores de calor utilizados (dados técnicos), em vista disto, foram
estudadas as fermentacgdes a 34°C e a 37°C.

4.3 Ensaios analiticos

4.3.1 Ensaio do etanol

Para a determinacdo da concentracdo de etanol presente no vinho obtido
apos a fermentacédo, foram feitas solu¢des nas concentracdes de 0,5 e de 1,0 %
(v/v) utilizado etanol anidro absoluto e, estas foram utilizadas como padrdo no
Cromatografo a gas com um detector de ionizacado de chama (FID - modelo CG-37;
Instrumentos Cientificos, Sdo Paulo, Brasil), com coluna empacotada PAD/2499, e
equipado com um integrador-processador CG 300 da CG INSTRUMENTOS
CIENTIFICOS.

O vinho obtido é centrifugado a 10000 rpm por 2 minutos para retirada das
células e, em seguida, diluido 10 vezes. As concentracdes de etanol nas amostras
sdo obtidas apés a injecao de 4,0 pL deste liquido fermentado diluido 10 vezes no
cromatédgrafo gasoso. As analises foram feitas em duplicata.

As medidas do etanol em % (v/v) foram convertidas em massa (g) da seguinte

maneira:

m(g) =%(v/v).10.0,789V (L)

na qual 0,789 g.mL™ é a densidade do etanol, o fator 10 é utilizado para transformar
a %(v/v) em mL de etanol por litro de solugdo e V é o volume do reator, em litros.

4.3.2 Ensaio dos acuUcares redutores
O acucar redutor total foi determinado através do método baseado na reducéo

do acucar pelo &cido 3,5-dinitrossalicilico (MILLER, 1959) com medidas em

duplicata.



43

4.3.2.1 Curva padréo de agucar redutor

Para o a determinacdo da curva padrdo dos acUcares redutores, foram
utilizadas as seguintes solucdes:
a) Reagente de &cido 3,5 - dinitrosalicilico (100 mL) contendo: 30 g de tartarato de
sédio e potassio, 1,6 g de hidroxido de sodio e 1 g de &cido 3,5 - dinitrossalicilico.
b) Solucéo padréo de sacarose 0,1%.
c) Solucéo de &cido cloridrico 6,0 mol.L™.
d) Solucéo de hidréxido de sédio 2,4 mol.L™.

A reacao colorimétrica entre o acido 3,5 — dinitrosalicilico e o agucar redutor é
uma reacao de oxido-reducao na qual o grupo nitro do acido é reduzido a um grupo

amino, conforme reagao a seguir:

CHO . CDOHE

P e L -~ L'“-.,

| | + = - I

A i AJE @ ! |
HH

_—
. WO o St
r| = m‘ r |
AR=acicar ) Arido
Acido 3 5-driremmabcllite mdnie sendnicn Arxio 3-amino-3- aldenio
nimossalacslaro

A mistura de reacao (1,0 mL) foi obtida com a adi¢do de 0,8 mL de amostra
(solucéo de sacarose ou sobrenadante de cultura) mais agua destilada e 0,20 mL de
solucéo de &cido cloridrico 6 mol.L™" em tubos de ensaio. Em seguida, estes tubos
foram incubados a 60 °C durante 7 min. A reagé&o foi interrompida com adi¢cao de
1,0 mL de hidréxido de sédio 2,4 mol.L™. A reacéio colorimétrica ocorreu com a
adicdo de 2,0 mL do reagente de acido 3,5-dinitrossalicilico, seguido por
aquecimento a 100 °C durante 5 minutos em banho de agua fervente. As leituras
foram feitas no espectrofotometro BIOSPECTRO, modelo SP-22 com A = 546 nm. A
Fig. 8 apresenta a curva padrdo para a determinacdo de acUcares redutores totais.
O fator de conversdo, inverso do seu coeficiente angular da curva, € dado por

1/b = 0,06762, sendo que a concentracéo de ART, em g.100mL™, é dada por:

ART = AAss6nm.dilui¢céo.0,06762
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na qual AAssenm € a diferenca da medida de absorbéncia entre os tubos contendo
agua (controle) e os tubos contendo as solugbes padrdo de sacarose, em
concentragfes variadas, medidas a 546 nm.
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Figura 8: Curva padréo de calibragcdo de acUcares redutores totais

4.4 Ensaios microbiolégicos
4.4.1 Determinacgado da biomassa por massa seca

As medidas de massa seca foram realizadas com suspensdes de células de
levedura de diferentes concentragbes lavadas com agua destilada em membranas
de éster de celulose com 25 mm de didametro e 0,65 ym de diametro interno dos
poros (Millipore, DAWP 02500). Para tanto, volumes de 1,0 mL das suspensdes de
células foram colocadas nas membranas, previamente pesadas, e em seguida
lavadas com 4,0 mL de agua destilada. Depois de lavadas, as células foram secas
sob luz infravermelha por 3 horas. As medidas das massas celulares foram
realizadas em uma balanca analitica apos a secagem de células e a diferenca entre

a massa final e a massa inicial das membranas indicou a massa seca das células.
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4.4.2 Determinagado da biomassa por turbidimetria

Das suspensfes com diferentes concentracoes celulares as quais tiveram
calculadas suas massas secas, foram retirados 3,0 mL e medidas suas
absorbancias no espectrofotometro BIOSPECTRO, modelo SP-22 com A = 570 nm,
com a finalidade de se produzir uma curva analitica da absorbancia medida em
funcdo da massa seca. A Fig. 9 apresenta a curva padrdao obtida para a
determinacdo da massa seca por turbidimetria e o inverso do seu coeficiente angular

é dado por 1/b = 0,409, sendo que biomassa, em g.L™, é dada por:

Biomassa = AAs7onm.diluicdo.0,409

na qual AAs;onm € a diferenca da medida de absorbéancia entre o tubo-controle e o
tubo contendo suspensdes de células medidas a 570 nm. As suspensdes celulares,
em duplicata, foram diluidas de modo a resultarem em absorbancias de, no maximo,

0,800 no espectrofotdbmetro.

0,8 -
@ 0,6
&)
c
«©
204+ "
8 ] . Y=B*X
Q Parameter Value Error
< 0’2 - B 2,44503 0,06901
R SD N P
0,99659 0,03243 5 6,38243E-4
olo T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4

massa seca (g.L™)

Figura 9: Absorbancia medida em fungdo da massa seca de células
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4.4.3 Determinacdo do numero de células por contagem em céamara de

Neubauer

A viabilidade celular foi determinada pelo método de azul de metileno (LEE;
ROBINSON; WANG, 1981) com contagem de células em camara de Neubauer, em
duplicatas.

A composicao do reagente azul metileno usado para dar contraste nas células
é: 10 g.L* de glicose; 0,42 g.L* de KCI; 0,48 g.L™" de CaCl,.6H,0; 0,2 g.L™ de
NaHCOs; 9,0 g.L ™ de NaCl; 0,25 g.L™ de azul de metileno e 4gua deionizada.

4.4.4 Determinacdo do fator de conversdo de medida turbidimétrica em

numero de células

Para a determinacédo do fator de conversédo de medida de turbidez em nimero
de células, foi plotada uma curva padrdo de absorbancia em funcdo do numero de
células, contadas utilizando-se uma camara de Neubauer BOECO, com 1/10 mm de
profundidade, em microscopio CARL ZEISS com aumento de 400x. A curva padrdo
da absorbéancia em funcédo do namero de células, a A = 570 nm, contido em 1,0 mL
de solucdo é apresentada na Fig. 10. A determinacdo do numero de células por

volume, em mL, é dada por:
N° cél/ mL = AAszonm.diluicéo.2,045.10°
sendo AAs7onm @ diferenca da medida de absorbancia entre o tubo-controle e o tubo

contendo suspensdes de células medidas a 570 nm e o fator 1/b = 2,045.10" é o

inverso da tangente da curva da absorbancia em fungédo do niumero de células.
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Figura 10: Curva padrao de absorbancia em fung¢éo do niamero
de células presentes em 1,0 mL de solucdo

4.5 Propagacéo do in6culo e preparo do leite de levedura

4.5.1 Propagacdo do in6culo

O pré-indculo foi preparado com a inoculacdo de uma alca de cultura pura e
fresca da levedura IQAR-45/01 em volumes de 100 ml de melago 5% (m/v) de ART
contidas em Erlenmeyers de 250 mL. Este pré-inéculo foi cultivado numa mesa
agitadora operando a 125 rpm por 24h a 30 °C. ApGs este intervalo de tempo, este
meio contendo células foi centrifugado a 4700 rpm por 5 minutos e as células foram
recolhidas e lavadas com agua destilada esterilizada. Esta suspenséo foi novamente
centrifugada a 4700 rpm e as células foram transferidas para 100 ml de melago 10%
(m/v) de ART em Erlenmeyers de 250 mL com agitacao de 125 rpm por 24h a 30 °C.

4.5.2 Preparo do leite de levedura

O leite de levedura consiste em suspensdo concentrada de células. Apés a
propagagao, as células foram coletadas por centrifugagéo a
4700 rpm durante cinco minutos a 4 °C e re-suspensas com agua deionizada
esterilizada. Este processo foi repetido, resultando no denominado leite de levedura
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com 15 a 31,6 g.L™ de células, medidos por turbidimetria. O leite de levedura obtido

desta maneira foi entdo utilizado para inocular os mini-reatores.
4.6 Método de esterilizacao

Todos os materiais de vidraria, pipetas, dgua e também o melagco foram
esterilizados em autoclave a 121 °C por 20 minutos para evitar contaminagdes
bacterianas nos processos fermentativos. Volumes de 100,0 mL do melago foram
esterilizados em Erlenmeyer de 250,0 mL.

4.7 Métodos de clarificacdo do melago

4.7.1 Clarificagdo do melago com H,SO4

A clarificacdo teve por objetivo retirar particulas insollveis e particulas
coloidais presentes no melago. A clarificagéo foi realizada, inicialmente, diluindo-se
previamente o melago duas vezes e corrigindo seu pH para 4,5 com H,SO4 1,0
mol.L™ em Erlenmeyer (CAYLAK; SUKAN, 1996; HARALDSON; ROSEN, 1982;
CONVERTI et al., 2003), seguido de aquecimento em autoclave por cerca de 30
minutos a 100 °C. Em seguida, o melago ficou em repouso por 24 horas a 40 °C.
Passado este periodo, o sobrenadante foi retirado do Erlenmeyer por uso de uma
bomba & vacuo e kitassato.

4.7.2 Clarificagdo do melago com KH2PO4

Com a finalidade de se obter uma menor concentracdo final de aclcares
redutores totais residuais ap6s a fermentacdo, foi realizado um segundo
experimento para a clarificacdo do melago com KH,PO, de acordo com BRAGA,
2006, modificado. Neste experimento, ao melaco diluido duas vezes, foi adicionado
KH,PO, na concentracdo de 1,48 g.L™, seguido de aquecimento em autoclave por
30 minutos a 100 °C e, corrigindo o pH para 4,5 com &cido sulfdrico 1,0 mol.L™* antes
e apos a clarificacdo. Este melaco ficou em repouso por 24 horas a 40 °C e apés
este periodo, o sobrenadante foi retirado do Erlenmeyer por uso de uma bomba a
vacuo e kitassato.
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4.8 Fermentacdo em batelada simples

O processo em batelada simples ou descontinuo ocorreu em Erlenmeyers,
com capacidade para 250 mL, fechados com espuma, para permitir entrada de
oxigénio no processo. O volume inicial dos fermentadores foi de 100 mL, com
2,0 g.L™ de quantidade inicial de células.

Os Erlenmeyers foram colocados em uma mesa agitadora operando numa
rotacdo de 125 rpm a 34 °C. Aliguotas de cerca de 0,5 mL das amostras foram
retiradas, em duplicatas, em determinados intervalos de tempo para as medidas de

biomassa, concentracdo do produto, agucar residual total e viabilidade.

49 Fermentagcdo em batelada alimentada com vazdo de alimentacéo

constante

Os estudos em batelada alimentada com vazdo de alimentagcdo constante
foram realizados no sistema de fermentacg&o projetado e desenvolvido pela Marconi,
S.A., modelo MA5002/200. O sistema € composto por quatro mini-retores de 200 mL
para um volume de trabalho de 100 mL, e equipado com dispositivos independentes
para leitura de pH e de temperatura e, com agitador magnético com rotacao
aproximada de 125 rpm, com controle de temperatura fornecido por um banho de
agua refrigerada circulante a 4°C, pois este processo fermentativo € exotérmico. Um
volume de melago de 70,0 mL foi adicionado com vaz&o constante ao sistema por
meio de bomba peristaltica Masterflex, modelo 7518-00 da COLEPARMER,
utilizando-se vazées de alimentacdo de 0,20 mL.min" e de 0,40 mL.min™.

Um volume de 30,0 mL do leite de levedura, com concentracdo celular
variando de 15 a 31,6 g.L™ foi colocado no mini-reator e, em seguida, o melaco de
concentragdo 20 % (m/v) em ART e com pH 4,5, previamente clarificado e
esterilizado em autoclave, foi adicionado com vazéo constante ao sistema. Aliquotas
de 0,5 mL do meio de fermentacdo foram retiradas, em duplicatas, periodicamente
para medidas de biomassa, concentracdo do produto, acucar residual total e
viabilidade.



50

4.10 Caélculos dos produtos de fermentacdo e para@metros cinéticos

4.10.1Célculos dos acumulos de massa em funcdo do tempo para as

fermentacdes
4.10.1.1 Batelada simples

As medidas foram realizadas da seguinte forma em cada tempo:
Massas de etanol, células e aclcar residual: as concentracdes em g.L™ foram
multiplicadas pelo volume do reator, que foi constante, de maneira que foram obtidas
as massas em cada tempo t. Todas as medidas foram feitas a partir de duplicata de
amostras para cada ponto.

4.10.1.2 Batelada alimentada

Para as fermentacBes em batelada alimentada, os calculos de massas foram
realizados da mesma maneira que para batelada simples. As massas totais
instantdneas de acucar residual, etanol e biomassa foram calculadas multiplicando-
se as concentracdes em g.L™" pelo volume do reator no instante t (CARVALHO,
1994). Todas as medidas foram feitas a partir de duplicata de amostras para cada
ponto.

4.10.2Critérios de calculos dos valores finais de biomassa, produto e acucar

residual

Os calculos foram realizados considerando como final de fermentagdo, o
ponto a partir do qual a curva de producao etanol deixou de variar ou passou a variar
muito lentamente.

4.10.3Célculos dos parametros de fermentacéao

Os seguintes parametros foram calculados utilizando-se as massas finais das

curvas de tempo:
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a) Alimentacdo do reator: foi realizada em aproximadamente 3 horas com vazao
de alimentacao (F) constante.
b) A produtividade de etanol (g.L*h™) foi calculada da seguinte maneira (LIMA et

al., 2001, v.2):
Pr _P
tF

na qual P é a concentracdo do etanol no fim da fermentacdo em g.L™ e t¢

€ o tempo de duracéo da fermentacdo em horas.

c) Célculo do rendimento R (%) da fermentacdo sobre o acucar (SIQUEIRA et
al., 2008)
R P
S,.0,511
na qual Sy é a concentracdo do substrato, em g.L™, que esta alimentando o
fermentador. O fator 0,511 é devido a estequiometria da fermentacdo

alcodlica, pois 100 g de glicose produzem 51,1 g de etanol.

d) Os fatores de converséo de substrato em biomassa (Yx/s) e de substrato em

produto (Yp/s) foram calculados da seguinte maneira:

_ax
x/s AS

_AP
p/s_E

na qual AX é a variacdo da concentracdo de biomassa em g.L?, AS é
diferenca entre a concentracéo final e inicial de substrato, em g.L™, e AP é a

variacdo na concentracéo de etanol em g.L™.

e) Fator de variacédo da biomassa no final da fermentacéao:

biomassa final
biomassa inicial

Fator de aumento dabiomassa =
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4.11 Perfil de uma curva de volume do bioreator em funcdo do tempo para

uma batelada alimentada com diferentes vazdes de alimentacao

Plotando-se uma curva em que no eixo das ordenadas esta o volume do meio
de fermentacdo do bioreator e na abscissa est4 o tempo de fermentagcdo, obtém-se
a curva de variagdo do volume da bioreator em funcdo do tempo, apresentada na
Fig. 11. Nota-se que quanto maior a vazdo de alimentacdo do reator, maior sera a
inclinacdo da curva de enchimento do reator e, portanto, mais rapido o enchimento

do fermentador.

20 ! T j T T T T T
0 2 4 6 8

Tempo (h)

Figura 11: Curva de enchimento do reator em funcdo do tempo para vazdo constante
de 0,40 mL.min™* (-i) e 0,20 mL.min™" (-@-)

4.12 Reagentes Utilizados

H,SO, - Mallinckrodt Baker S.A., lote T20D06 - utilizado para a clarificagdo do
melaco;

KH2PO,4 — Sigma, lote 114K0240 — utilizado para clarificacdo do melaco;

Acido 3,5-dinitrosalicilico — C;H4N,07 P.A. Vetec, lote HX007800309 — utilizado para
ensaio de acUcares redutores totais;

Etanol anidro - Mallinckrodt Baker S.A., lote V568V02D55 - utlizado para

levantamento de curva padréo de etanol em espectrOmetro gasoso;
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(NH4),HPO,4 — Diaménio hidrogeno fosfato (DAP). MERCK, lote 1388248 - utilizado
como fonte de nitrogénio para suplementacao do melaco;

ZnS0,4.7H,0 — Sigma-Aldrich, lote 015K0204 - utilizado como fonte de ions zinco
para suplementacéo do melaco;

MgS0,4.7H,0 - Merck, S.A., lote 025K0204 - utilizado como fonte de ions magnésio

para suplementacéo do melaco;

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Clarificagcéo do melago

A Tab. 5 apresenta os indicadores de clarificacdo do melaco obtidos apés o

tratamento do mesmo, em trés métodos diferentes.

Tabela 5: Comparacdo entre métodos de clarificacdo do melago®

Indicador de clareamento
Experimento Tratamento do melagco em autoclave Precipitado Af;ucar reduto[
formado apos ferm_elnta(;ao
(9L")

A Ajuste do pH a 4,5 com H,SO, . 3.60
Adicdo de 1,48 g.L™" de KH,PO, e

B ajuste de pH a 45 antes da (++) 4,13
clarificacéao

c Adicdo de 1,48 g.L™" de KH,PO, e 403
ajuste de pH a 4,5 ap0s clarificacéo (++) ’

(a) Fermentacdo em batelada alimentada com vazao de alimentacdo constante do melago.

Fermentagdes foram realizadas usando-se os tratamentos A, B, e C, sendo que
destes, o melhor foi 0 A, pois quantitativamente levou a uma menor concentracao de
ART residual medido apés as fermentacdes e produziu mais precipitado, indicando

gualitativamente uma maior retirada de impurezas presentes no melago.
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5.2 Batelada simples: suplementacao nutricional

5.2.1 Efeito da suplementagéo nutricional do melago sobre a fermentagéo em
batelada simples a 34°C

5.2.1.1 Suplementag¢éo do melago com diamoénio hidrogeno fosfato (DAP)

A Fig. 12 apresenta as curvas de tempo da fermentagcdo com melago com e
sem suplementacdo com DAP (diamonio hidrogeno fosfato) em processo de

batelada simples.

(B) 7
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Tempo (h)
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Figura 12: Curvas de consumo de substrato (<), formacdo de biomassa (-@-) e de

etanol (+) para as fermentagfes do melaco em batelada simples a 34°C. Melaco: (A)
sem suplementacao; (B) suplementado com 0,5 g.L™"; (C) suplementado com 1,0 g.L™;
(D) suplementado com 2,0 g.L™" de DAP. Condic¢des: melago clarificado com H,SO, 1,0
mol.L" contendo 20 % em ART, in6culo de 2,0 g.L™, e agitacdo de 125 rpm
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A Fig. 12 ilustra que o acucar foi consumido em grande quantidade nas 13
primeiras horas de fermentacdo, sendo que o maior consumo deste ocorreu nos
reatores com melaco suplementado com DAP. Os acUcares redutores totais se
mantiveram constantes apos 19 horas de fermentacdo, nas fermentagdes utilizando
DAP como suplemento, indicando o fim do processo. Em todos os fermentadores
nos quais houve a suplementacédo do melagco com DAP, a concentragao de etanol
atingiu um maximo e depois sofreu uma queda, possivelmente devido a evaporacao
do etanol do sistema, ou mesmo a sua assimilacdo pelas leveduras S. cerevisiae
como uma fonte nutriente, o que € indicado pela diminui¢do da biomassa.

Os resultados obtidos ap6s o término da fermentacdo em batelada simples,
com e sem a adi¢cdo de DAP, sao apresentados na Tab. 6.

Tabela 6: Viabilidade, acimulo de biomassa, etanol e acgucar residual
expressos em g totais em 100 mL de volume final de trabalho conforme
descrito na Fig. 12

(gﬁﬁ) Ten(1hp)o(a> Bior(r;;;tssa ART (q) Et(a;r)lol Viab(iol/iotilade
0,0 27 1,06+0,07 0,57+0,01 | 8,15+0,09 99,2+0,5
0,5 19 1,28+0,02 0,45+0,05 | 8,83%0,09 98,4+1,2
1,0 19 1,17+0,03 0,38+0,01 | 9,07+0,02 96,5+0,8
2,0 19 1,14+0,02 0,48+0,01 | 8,91+0,01 96,5+1,3

(a) inicio da fase estacionaria de producéo de etanol.

A andlise da Tab. 6 indica que a adicdo de diamdnio hidrogeno fosfato (DAP)
diminuiu o tempo de fermentagcdo, aumentou a biomassa produzida no fim do
processo e levou a um menor aglcar residual presente no reator, com aumento na
concentragao de etanol produzido. A melhor suplementacdo do melagco com DAP foi
de 1,0 g.L ™%, pois foi produzido mais etanol no processo. A suplementacdo do melaco
com 2,0 g.L* de DAP levou a um efeito inibitério da producéo de etanol, pois
provavelmente os ions aménio em excesso passaram a ser toxicos para a levedura,
0 que pode ser verificado pela diminuicdo da biomassa com a adicao crescente de
DAP.

Os parametros da fermentacdo do melago 20 % em ART suplementado com
1,0 g.L™ de DAP s&o apresentados na Tab. 7.
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Tabela 7: Parametros de fermentacéo calculados com os dados da Tab. 6

DAP (g.L) Produtividade | Rendimento I_3ioma}s_sa_‘a) Yx/s | Ypls
(g.L".h™) (%) [final]/[inicial] |(9x/9s) | (9p/0s)

0,0 3,02+0,03 79,9£0,9 4,4+0,3 0,044 | 0,419
0,5 4,64+0,05 86,4+0,9 4,80,1 0,051 | 0,451
1,0 4,78+0,01 88,8+0,0 4,4+0,0 0,046 | 0,462
2,0 4,69+0,01 87,2+0,0 3,4+0,0 0,041 | 0,456

Yx/s = fator de conversdo de substrato em biomassa; Yp/s = fator de conversdo de substrato em
etanol. (a) Aumento em relagdo a biomassa inicial.

De acordo com a Tab. 7, a suplementacdo do melagco com concentracdes
crescentes de DAP aumentou a produtividade e o rendimento do processo. A melhor
suplementacdo do melaco com o sal de aménio com 1,0 g.L™, pois esta levou a
melhores resultados de produtividade, rendimento e fator de converséo de substrato
em etanol (Yp/s). A adicdo de 2,0 g.L" de DAP ao melaco resultou em um efeito
inibitério para a levedura, o que pode ser notado pela diminui¢cdo do fator conversao
de substrato em biomassa (Yx/s) e pelo baixo aumento relativo da biomassa em
relacdo as outras suplementac¢des do melagco com DAP.

Nos demais processos fermentativos presentes neste trabalho foi adicionado
1,0 g.L™* de DAP ao melaco, pois esta suplementacéo forneceu melhores resultados.

5.2.1.2 Efeito da adicdo de sulfato de zinco heptahidratado ao melaco
contendo diaménio hidrogeno fosfato (DAP) sobre a fermentacdo do melaco
em batelada simples a 34°C

A Fig. 13 apresenta as curvas de tempo da fermentacdo com melago
suplementado com DAP e com diferentes concentracbes de 2ZnS0O,.7H,O no
processo de batelada simples.
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Figura 13: Curvas de consumo de substrato (-ll), formacdo de biomassa (-@-) e de

etanol (+) para as fermentacdes em batelada simples do melagco suplementado com
1,0 g.L™" de DAP a 34°C. Suplementacdo: (A) sem adicdo de ZnS0,.7H,O; (B) com
adicdo de 0,1 g.L™"; (C) com adicdo de 0,2 g.L"; (D) com adicdo de 0,3 g.L' de
ZnS0,.7H,0. Condigdes: melacgo clarificado com H,SO,4 1,0 mol.L™, contendo 20 % de
ART, in6culo de 2,0 g.L™, e agitacdo de 125 rpm

A Fig. 13 ilustra que o acucar foi consumido em grande quantidade nas
primeiras 14 horas de fermentagcdo, com maior consumo nos reatores com melaco
suplementado com ions zinco. As massas de substrato constantes apos 18 horas de
fermentacdo, nos fermentadores com melago suplementado com o sal de zinco,
indicam o fim do processo fermentativo.

Os resultados obtidos ap6s o término da fermentacdo em batelada simples,
com e sem a adicdo de ZnS0,.7H.O ao melaco suplementado com 1,0 g.L™ de

DAP, sé@o apresentados na Tab. 8.
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Tabela 8: Viabilidade, acumulo de biomassa, etanol e agUcar residual expressos
em g totais em 100 mL de volume final de trabalho conforme descrito na Fig. 13

Agi'r‘fjg(ge Tempo® | Biomassa ART (g) Etanol | Viabilidade
QLY (h) 9) (9) (%)
0,0 22 1,25+0,04 | 0,56+0,01 | 8,16+0,08 | 100,0+0,0
0,1 18 1,28+0,05 | 0,58+0,02 | 8,23+0,05| 96,3+3,2
0,2 18 1,26+0,01 | 0,57+0,01 | 8,53+0,01 | 100,0+0,0
0,3 18 1,23+0,02 0,48+0,02 | 8,35+0,05 97,2+2,1

(a) sulfato de zinco heptahidratado; (b) inicio da fase estacionaria de producao de etanol.

A analise da Tab. 8 indica que a adicdo de ZnS0O4.7H,O ao melaco
suplementado com 1,0 g.L™ de DAP diminuiu o tempo de fermentacdo e aumentou a
massa de etanol produzido. A massa de células no fim dos processos néo foi
alterada pela suplementacdo do melaco com fons zZn?*", pois os resultados finais
foram estatisticamente iguais ao processo fermentativo sem a suplementacdo do
melaco com estes fons. Com a adicdo de 0,2 g.L™ de ZnS04.7H,O foi acumulado
mais etanol nos reatores no fim da fermentacgéo.

Os parametros da fermentacdo do melago 20 % em ART suplementado com
1,0 g.L™* de DAP, com e sem suplementacdo com ZnS0,4.7H,0 sdo apresentados na
Tab.9.

Tabela 9: Parametros de fermentacéo calculados com os dados da Tab. 8.

Adicdo de Produtividade | Rendimento |Biomassa® Yx/s | Ypls
zinco® (g.LY) | (g.Lh? (%) [final]/[inicial] | (9./9s) | (9p/9s)
0,0 3,71+0,03 79,8+0,8 6,2+0,2 0,054 | 0,420
0,1 4,57+0,03 80,5+0,4 6,4%0,2 0,056 | 0,424
0,2 4,74%0,06 83,5+1,1 6,30,2 0,054 | 0,439
0,3 4,64%0,03 81,7+0,5 6,10,1 0,053 | 0,428

Yx/s = fator de converséo de substrato em biomassa; Yp/s =fator de conversé&o de substrato em etanol.
(a) sulfato de zinco heptahidratado. (b) aumento em relacdo a biomassa inicial.

Os resultados contidos na Tab. 9 indicam que a suplementagédo do melago com
1,0 g.L* de DAP e sulfato de zinco heptahidratado resultou em aumento na
produtividade, rendimento e no fator de conversdo de substrato em etanol (Yp/s). A
melhor suplementacdo do melaco com fons Zn** foi a de 0,2 g.L™! de ZnS04.7H,0 ao

melaco contendo 1,0 g.L™ DAP, pois esta suplementacéo levou a maiores rendimento,
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produtividade e fator de conversdo de substrato em produto. Maiores concentragdes
adicionadas de sal de zinco tém efeito inibitério sobre a fermentacado do lote de melaco,
pois ocorre uma diminuicdo da produtividade e rendimento do processo, bem como
diminuicdo do fator de conversao de substrato em produto (Yp/s).

Devido as pequenas diferencas em produtividade e rendimento do processo
utilizando-se 0,1 e 0,2 g.L™* de ZnS0,4.7H,0 e por questdes de economia de reagentes,
optou-se pela suplementacdo do melaco com 0,1 g.L* de sulfato de zinco
heptahidratado nos experimentos de fermentacdo em batelada alimentada.

5.2.1.3 Efeito da adicdo de sulfato de magnésio heptahidratado ao melaco
contendo diaménio hidrogeno fosfato (DAP) sobre a fermentacédo do melaco a
34°C em batelada simples

A Fig. 14 apresenta as curvas de tempo da fermentacdo com melago
suplementado com DAP e diferentes concentracbes de MgS0O4.7H,O no processo
de batelada simples.
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Figura 14: Curvas de consumo de substrato (-ll), formacdo de biomassa (-@-) e de

etanol (+) para as fermentagcbes em batelada simples do melaco a 34°C.
Suplementac&o com MgS0,.7H,0: (A) sem adico; (B) com adi¢cdo de 0,1 g.L™; (C) com
adicdo de 0,2 g.L™. Condigdes: melaco 20 % em ART suplementado com 1,0 g.L™ de
DAP e clarificado com H,SO, 1,0 mol.L™, in6culo de 2,0 g.L™ e agitac&o de 125 rpm

A Fig. 14 indica que a fermentacao terminou em 24 horas (agucares redutores
totais constantes) em todos 0s processos. Mesmo apés a concentracao de substrato
se manter constante, nas fermentacées suplementadas com fons Mg®*, houve um
aumento da massa do etanol produzido.

Os resultados obtidos ap6s o término da fermentacdo em batelada simples,
com e sem a adi¢ao de MgS0O,.7H,0, sao apresentados na Tab. 10.
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Tabela 10: Viabilidade, acuimulo de biomassa, etanol e aclcar residual expressos em
g totais em 100 mL de volume final de trabalho conforme descrito na Fig. 14

Adicao de m_flgnésio‘a) Tempo® | Biomassa ART (g) Etanol | Viabilidade
(9.L7) (h) ) ) (%)

0,0 24 1,24+0,07 0,75x0,02 | 7,91+0,07 | 100,0+0,0

0,1 24 1,23+0,06 0,58+0,02 | 8,31+0,17 | 100,0+0,0

0,2 24 1,24+0,00 0,55+0,01 | 8,54+0,03 | 100,0+0,0

(a) sulfato de magnésio heptahidratado; (b) inicio da fase estacionaria de producao de etanol.

A Tab. 10 indica que a adicdo de ions magnésio ao melago, no processo
fermentativo em batelada simples, ndo diminuiu o tempo de fermentacéo, no entanto
resultou em uma menor concentragdo de ART no fim do processo e a uma maior
concentracdo de etanol. A adicdo de 0,2 g.L™ de MgS0,.7H,0 resultou em menor
acumulo de ART no fim do processo e, por conseguinte, maior massa produzida de
etanol.

Os parametros da fermentacdo do melago 20 % em ART suplementado com
1,0 g.L™ de DAP, com e sem suplementacdo com MgS0,4.7H,O sdo apresentados
na Tab. 11.

Tabela 11: Parametros de fermentacéo calculados com os dados da Tab. 10.

rﬁ:gi;%éé(;i?)% Produtividade | Rendimento Biomassa® Yx/s | Ypls
(9.LY) (g.L".h™) (%) [final]/[inicial] | (9x/9s) | (9,/Ts)
0,0 3,30%£0,03 77,4%£0,7 6,2+0,3 0,054 | 0,411

0,1 3,46+0,07 81,3+1,6 6,1+0,3 0,053 | 0,428

0,2 3,56+0,01 83,6+0,2 6,2+0,0 0,053 | 0,439

Yx/s = fator de converséo de substrato em biomassa; Yp/s =fator de convers&o de substrato em
etanol. (a) sulfato de magnésio heptahidratado. (b) aumento em relagédo a biomassa inicial.

Os resultados da Tab. 11 indicam que a suplementacdo do melaco com 1,0 g.L™*
de DAP e sulfato de magnésio heptahidratado resultou em um aumento na
produtividade em etanol, no rendimento alcodlico e no fator de converséo de substrato
em etanol (Yp/s). O aumento realtivo da biomassa e dos fatores de converséo de
substrato em biomassa (Yx/s) sdo muito semelhantes e, portanto, pode-se dizer que a
adicdo de fons Mg®* ndo influi sobre estes parametros. Melhores resultados para
produtividade e rendimento foram obtidos com a suplementagdo do melago com
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0,2 g.L™* de MgS04.7H,0, no entanto, como estes valores foram proximos daqueles
obtidos para fermentacédo com adicdo de 0,1 g.L™! de MgS0,4.7H,0 e por questdes de
economia de reagentes, foi escolhida esta Ultima como sendo a concentracdo de
sulfato de magnésio heptahidratado nos processos de fermentagcdo em batelada
alimentada.

As suplementagbes do melaco com DAP, ZnS0O4.7H,0 e MgS0O,4.7H,0 foram
estudadas em processos fermentativos de batelada simples. As suplementacdes do
melaco com DAP e ions zinco diminuiram o tempo da fermentagdo, com aumento da
produtividade, do rendimento e do Yp/s. A adicdo de ions magnésio ao melaco
melhorou a produtividade, rendimento e Yp/s dos processos em batelada simples. Nos
processos em batelada alimentada estas substancias foram utilizadas como
suplementacdo do melaco nas concentraces de 1,0 g.L* de DAP, 0,1 g.L* de
ZnS0,.7H.0 e 0,1 g.L"* de MgS0,.7H-0.

5.3 Batelada alimentada

5.3.1 Efeito da vazao de alimentac&o do melago suplementado com diaménio

hidrogeno fostato (DAP) sobre a fermentagdo em batelada alimentada a 34°C

A Fig. 15 apresenta as curvas de tempo para as massas de substrato, de
biomassa e de produto acumuladas no reator para fermentagdo a 34°C do melaco
20 % em ART suplementado com 1,0 gL' de DAP. Foi utilizada vazéo
aproximadamente constante de 0,40 mL.min™ (Fig. 15A) e de 0,20 mL.min™ (Fig.
15B), que simula as condi¢bes industriais de enchimento de reator. O indculo
utilizado foi de 31,6 g.L™ em 30,0 % do volume de trabalho do reator (30,0 mL).
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Figura 15: Efeito da vazdo de alimentacdo sobre as curvas de tempo massa de

substrato (-lF), massa de células (-@-) e massa de etanol (+) para as fermentacdes
em batelada alimentada: (A) vazéo (F) = 0,40 mL.min"; (B) vaz&o (F) = 0,20 mL.min™.
Condicdes: melaco 20 % em ART suplementado com 1,0 g.L™" de DAP e clarificado
com H,SO, 1,0 mol.L™?, in6culo de 31,6 g.L™, a 34°C e agitacédo de 125 rpm, tempo de
alimentacao de 3 horas em (A) e de 6 horas e (B)

A Fig. 15A ilustra que em 3 horas de processo, praticamente 0 mesmo tempo
da alimentacdo do fermentador com o melago suplementado, houve um grande
aumento da massa de etanol e de biomassa acumuladas e a massa de substrato
torna-se aproximadamente constante. Os agUcares se acumulam no reator até 2
horas e depois tém sua massa diminuida até o fim do processo, que teve uma
duracado de 5 horas. A Fig. 15B ilustra que houve um grande acumulo de massa de
etanol e de biomassa em 6 horas de processo, praticamente 0 mesmo tempo da
alimentacdo do fermentador com o melago. Também é mostrado que os acglcares
redutores se acumulam lentamente no reator. A fermentagédo terminou em 8 horas.
Nota-se na Fig. 15 que nas duas vazdes utilizadas ocorreu acumulo semelhante de
etanol, no entanto, no processo utilizando vazdo de 0,40 mL.min™® houve maior
producao de biomassa e, por consequéncia, a massa acumulada de ART no reator
foi menor. Nas condi¢des utilizadas nota-se que a levedura assimila os acucares a
uma taxa aproximadamente igual a vazdo de alimentacdo do reator, o que é
indicado devido ao fato de que ndo sdo acumulados agucares no reator durante o
periodo de alimentacéo deste.

Os resultados obtidos apés o término da fermentacdo em batelada
alimentada, com diferentes vazdes de alimentag&o, sdo apresentados na Tab. 12.
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Tabela 12: Viabilidade, acumulo de biomassa, etanol e agucar residual
expressos em g totais em 100 mL de volume final de trabalho conforme
descrito na Fig. 15

al\i/r:éi(t)aigo Tempo® | Biomassa | ART Etanol | Viabilidade
(mL.min™) (h) 9) 9) 9) (%)
0,40 5 4,48+0,09 | 0,36+0,08 | 7,32+0,00 | 98,2+0,9
0,20 8 3,80+0,03 | 0,64+0,01 | 7,12+0,09 98,1+1,9

(a) inicio da fase estacionaria de producéo de etanol.

Os resultados apresentados na Tab. 12 indicam que com a utilizacdo de

maior vazdo de alimentacdo do reator (0,40 mL.min™) o tempo de fermentacéo é

menor. Também € observado que com maior vazdo de alimentagdo, ocorreu um

maior acumulo de biomassa e de etanol no reator apos a fermentacdo e isto pode

ser confirmado pela menor concentracdo de ART final, indicando que os acglUcares

fornecidos foram utilizados em maior quantidade, para producédo de biomassa e de

etanol, quando utilizou-se maior vaz&o de alimentagao do reator.

Os parametros da fermentacdo em batelada alimentada do melagco 20 % em

ART suplementado com 1,0 g.L™ de DAP s&o apresentados na Tab. 13.

Tabela 13: Parametros calculados com os dados da Tab. 12

aIYn?z?l(t)azgo Produt_ilviqlade Rendimento Bi(()(;g?f:a Yx/s Yp/s
(mL.minY (g.L7h") (%) aumento) | ©@95) | (@/9:)
0,40 14,65+0,00 71,7+£0,0 41,8+2,7 0,067 0,373
0,20 8,90+0,12 69,7+0,0 20,4+0,8 0,033 | 0,368

Yx/s = fator de converséo de substrato em biomassa; Yp/s =fator de converséo de substrato em

etanol

A Tab. 13 indica que a fermentagdo em batelada alimentada realizada com uma

vazdo de alimentacdo de 0,40 mL.min™ resultou em um aumento da biomassa e dos

fatores de converséo de substrato em biomassa (Yx/s) e de conversao de substrato em

etanol (Yp/s). A produtividade deste processo, com vazdo de 0,40 mL.min™, foi maior

do que a obtida nos processos industriais que chega a 12 g.L™.h™ (dados técnicos) e

esta vazao foi a escolhida para ser a utilizada nos demais experimentos de batelada

alimentada.
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5.3.2 Efeito do uso de estratégias diferentes de ajuste de pH na clarificacéo do

melago sobre a fermentagdo em batelada alimentada a 34°C

A Fig. 16 apresenta as curvas de tempo de massa de substrato, massa de
células e massa de produto para a fermentacdo em batelada alimentada do melaco
suplementado com 1,0 g.L™ de DAP, clarificado com 1,48 g.L™! de KH.PO, e ajuste
de pH antes da passagem em vapor de autoclave (Fig. 16A) e ap0s passagem em
vapor de autoclave (Fig. 16B). O melago foi adicionado a uma vazéo de alimentagéo
de 0,40 mL.min"* e foram utilizados 23,7 g.L™ de in6culo ocupando 30% do volume
de trabalho do reator (30,0mL). Este experimento foi utilizado com a finalidade de
gue se acumulasse menos agucar redutor no fim do processo, o que indicaria uma
melhor clarificacdo do melaco e uma maior retirada de impurezas e particulas

coloidais.

7 T T T T T T T 7 T T T T T T T
S A A ®)
CH ) INCH ]
e g
GC-) 54 b O 54 = h
«© <% 1
+— 4_ _ e 4_ n
c
5 £
" 3 ]
e’ = ]
a2 e -
2 g
@ 11 . % 1- 4
2 = E 1 =

0 T T T T T T T T 0 T T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 0 2 3 4 6

Tempo (h) Tempo (h)

Figura 16: Efeito das mudancas de pH na clarificacdo do melaco sobre as curvas de

tempo de massa de substrato (-ill-), massa de células (-@-) e massa de etanol (+)
para as fermentacdes em batelada alimentada do melaco clarificado com 1,48 g.L™" de
dihidrogeno fosfato de potassio (KH.PO,): ajuste de pH a 4,5 com H,SO, 1,0 mol.L*
antes da clarificacdo (A) e ap0s a clarificacao(B).

Condicdes de fermentacdo: Melago 20 % em ART suplementado com 1,0 g.L™ de DAP,
vazdo (F) = 0,40 mL.min™, in6culo de 23,7 g.L™, agitacdo de 125 rpm e tempo de
alimentacéo de 3 horas

A Fig. 16A ilustra que houve acumulo de substrato durante a alimentacao do
reator (aproximadamente 3 horas) e, em seguida, ocorreu 0 seu consumo. A Fig.
16B ilustra que o substrato acumulou-se durante as 2 horas iniciais e, em seguida,

foi consumido pelas leveduras. Nos dois processos, o acumulo de massa de etanol
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ocorreu praticamente até 4 horas e a fermentacao terminou em 5 horas. Também se
pode verificar que no processo com o ajuste de pH antes da clarificacdo (Fig. 16A)
foi produzido mais etanol e que houve maior acimulo de aglcares no reator durante
seu periodo de alimentacao.

Os resultados obtidos apés o término da fermentacdo em batelada

alimentada, com os diferentes tipos de clarificacdo, sdo apresentados na Tab.14.

Tabela 14: Viabilidade, acuimulo de biomassa, etanol e agucar residual
expressos em g totais em 100 mL de volume final de trabalho
conforme descrito na Fig. 16

Ajuste
depHa | Tempo® | Biomassa| ART Etanol | Viabilidade
4,5 com (h) (9) (9) (9) (%)
H,SO,
Antes de
passagem 5 2,41+0,04 | 0,43+0,04 | 5,55+0,13 | 95,2+3,9
por vapor
Apés a
passagem 5 2,39+0,05 | 0,44+0,00 | 5,20+0,10 | 98,4+2,2
por vapor
(a) inicio da fase estacionaria de producéo de etanol.

Na Tab. 14 pode-se observar que ambos os tipos de clarificacdo do melacgo
resultaram em fermentagbes com baixa concentracdo de etanol produzido, quando
comparados a fermentacdo do melaco clarificado somente com &cido sulfdrico e
aqguecimento em vapor de autoclave e que, além disso, ocorreu menor aumento da
biomassa. A diferenca entre as clarificacbes somente com acido sulfarico e com
dihidrogeno fosfato de potassio pode estar no fato de ndo haver enxofre para a
levedura em quantidade suficiente na forma de sulfato, quando o melaco foi
clarificado com 0 KH2PO,.

Os parametros da fermentacdo em batelada alimentada do melagco 20 % em

ART suplementado com 1,0 g.L™ de DAP s&o apresentados na Tab.15.
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Tabela 15: Parametros calculados com os dados da Tab. 14

Ajuste de pH Produtividade Rendimento Biomassa Yx/s Yp/s
aem ol @ty (%) oA FCHERY CHER
H,SO, o aumento) x9S pres

Antes de

passagem 11,10+0,01 54,3+0,0 19411 0,002 | 0,284

por vapor

ApOs a

passagem 10,39+0,00 50,8+0,0 8,7+2,3 0,001 | 0,266

por vapor

Yx/s = fator de converséo de substrato em biomassa; Yp/s =fator de converséo de substrato em
etanol

Na Tab.15 pode ser verificado que a clarificagdo do melago utilizando-se
KH2PO, resultou em pequena produtividade, rendimento e aumento da biomassa,
além de baixos fatores de conversdo de substrato em biomassa (Yx/s) e de
substrato em produto (Yp/s), quando comparados com a fermentacdo do melaco
clarificado com acido sulfarico (ver Tab. 13).

Devido aos melhores resultados dos processos fermentativos utilizando-se
melaco clarificado somente com &cido sulfarico a pH 4,5, optou-se por sua utilizacéo
para a clarificacdo do melago nos demais ensaios de fermentacdo em batelada

alimentada.

5.3.3 Efeito das temperaturas de 34°C e 37°C sobre a fermentacdo do melaco
suplementado com diamoénio hidrogeno fosfato (DAP) e sulfato de magnésio
heptahidratado em batelada alimentada

Na Fig. 17 sao apresentadas as curvas de tempo de massa de substrato, de
biomassa e de produto para a fermentacdo em batelada alimentada a 34°C (Fig.
17A) e a 37°C (Fig. 17B), com 70,0 mL de melaco 20 % em ART suplementado com
1,0 g.L™" de DAP e 0,1 g.L' de MgS0,4.7H,O com vazdo alimentacdo de 0,40
mL.min™ e in6culo de 23,7 g.L™* ocupando 30,0% do volume de trabalho do reator.
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Figura 17: Efeito da temperatura sobre as curvas de tempo de massa de substrato

(<), massa de células (-@-) e massa de etanol (+) para as fermentacdes em
batelada alimentada: (A) 34°C; (B) 37°C. Condicdes: inéculo de 23,7 g.L™, vazdo
(F) = 0,40 mL.min", agitacdo de 125 rpm, melaco 20 % em ART clarificado com H,SO,
1,0 mol.L™" e suplementado com 1,0 g.L™" de DAP e 0,1 g.L"* de MgS0,.7H,0 e tempo de
alimentacéo de 3 horas

A Fig. 17B ilustra que a fermentacdo do melaco foi mais rapida a 37°C, pois a
massa de substrato permanece constante em um menor tempo, apos o inicio do
processo. Nota-se também que a fermentagdo a uma maior temperatura resultou em
menor concentragdo de etanol produzido, bem como de biomassa. Utilizando-se
temperatura de 34°C na fermentacdo, ocorreu um maior acimulo de massa de
substrato no reator durante a sua alimentacéo, que foi de aproximadamente 3 horas.
No processo com menor temperatura, os agucares redutores totais sao assimilados
mais lentamente pelas leveduras, haja vista que as velocidades das reacdes
quimicas sdo maiores quando as temperaturas sdo mais elevadas.

Os resultados obtidos apés o término da fermentacdo em batelada
alimentada, com as diferentes temperaturas do processo, sao apresentados na
Tab. 16.



Tabela 16: Viabilidade, acumulo de biomassa, etanol e agucar residual
expressos em g totais em 100 mL de volume final de trabalho conforme
descrito na Fig. 17

Temperatura | Tempo® | Biomassa ART Etanol | Viabilidade
(°C) (h) 9) 9) 9) (%)
34 6 3,41+0,03 | 0,52+0,00 | 7,05+0,02 98,3+0,6
37 5 3,26+0,06 | 0,69+0,01 | 6,42+0,01 97,2+0,6

(a) inicio da fase estacionaria de producéo de etanol.
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A Tab. 16 indica que a fermentacdo a 37°C foi mais rapida e terminou em 5

horas. O aumento da temperatura do processo levou a uma menor producdo de

etanol e de biomassa, 0 que explica a maior massa de agucares redutores totais

acumulada no reator.

5.3.4 Efeito das temperaturas de 34°C e 37°C sobre a fermentacdo do melaco

suplementado com diamdnio hidrogeno fosfato (DAP) e sulfato de zinco

heptahidratado em batelada alimentada

Na Fig. 18 sao apresentadas as curvas de tempo de massa de substrato, de

biomassa e de produto para a fermentacdo em batelada alimentada a 34°C (Fig.
18A) e a 37°C (Fig. 18B), com 70,0 mL de melaco 20 % em ART suplementado com
1,0 g.L.™* de DAP e 0,1 g.L™ de ZnS0O,.7H,0O com vaz&o alimentacéo de 0,40 mLmin™*
e inéculo de 23,7 g.L™! ocupando 30,0% do volume de trabalho do reator.
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Figura 18: Efeito da temperatura sobre as curvas de tempo de massa de substrato

(<), massa de células (-@-) e massa de etanol (+) para as fermentagdes em
batelada alimentada: (A) 34°C; (B) 37°C. Condicdes: inéculo de 23,7 g.L?, vazdo (F) =
0,40 mL.min™, agitacdo de 125 rpm, melaco 20 % em ART clarificado com H,SO, 1,0
mol.L™" e suplementado com 1,0 g.L™ de DAP e 0,1 g.L™" de ZnS0O,.7H,0, tempo de
alimentacéo de 3 horas

A fig. 18B ilustra que a fermentacao a 37°C foi mais rapida e que, no entanto,
produziu menos etanol e biomassa do que no processo a 34°C. Utilizando-se
temperatura de 34°C na fermentacdo, ocorreu um maior acimulo de massa de
substrato no reator durante a sua alimentacéo, que foi de aproximadamente 3 horas.
No processo com menor temperatura, os agucares redutores totais sao assimilados
mais lentamente pelas leveduras, haja vista que as velocidades das reacdes
quimicas sdo maiores quando as temperaturas sdo mais elevadas.

Os resultados obtidos apés o término da fermentacdo em batelada

alimentada, com as diferentes temperaturas do processo, sao apresentados na
Tab. 17.

Tabela 17: Viabilidade, acumulo de biomassa, etanol e acucar residual

expressos em g totais em 100 mL de volume final de trabalho conforme
descrito na Fig. 18

Temperatura | Tempo® | Biomassa | ART Etanol | Viabilidade
(°C) (h) (9) (9) (9) (%)
34 6 3,41+0,03 | 0,68+0,00 | 6,82+0,02 98,3+0,6
37 5 | 318£0,06 | 0,72¢0,02 | 6,36:001 | 97,2:0,6

(a) inicio da fase estacionaria de producéo de etanol.
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A Tab. 17 indica que a fermentacdo do melaco foi mais rapida a 37°C e
terminou em 5 horas. O aumento da temperatura do processo levou a uma menor
producdo de etanol e de biomassa, o que explica a maior massa de acUcares
redutores totais acumulada no reator.

Os parametros da fermentacdo do melaco em batelada alimentada nas
temperaturas de 34 e 37°C sao apresentados na Tab.18.

Tabela 18: Parametros calculados com os dados das Tabs. 16 e 17

Suplementos Aumento
T asst))ciados 20 de Produtividade | Rendimento Yx/s Yp/s
(C) DAP biomassa | (g.L™.h") (%) (09:) | (@p/9:)
(%)
Zn* 43,9+2,3 11,36+0,04 66,7+0,2 0,054 |0,353
34°C
Mg?* 46,0+5,3 11,76+0,04 69,0+0,2 0,053 |0,362
Zn* 34,3+3,2 12,71+0,01 62,2+0,1 0,042 (0,330
37°C
Mg?* 37,7+3,3 12,84+0,02 62,8+0,0 0,046 |0,332

Yx/s = fator de converséo de substrato em biomassa; Yp/s =fator de converséo de substrato em produto

A Tab. 18 indica que as fermentacdes a 37°C resultaram em uma maior
produtividade do processo, no entanto, com mais baixos rendimentos em etanol. Os
fatores de conversdo de substrato em biomassa (Yx/s) e de substrato em produto
(Yp/s) foram maiores para as fermentacdes a 34°C. Pode ser verificado também que
a suplementacdo do melago com DAP e MgS0O,.7H,0 resultou em uma melhora de
todos os parametros calculados em relagdo ao melagco suplementado com DAP e
ZnS0,4.7H,0. Nota-se que nos processos fermentativos com temperatura mais
elevada houve um menor acumulo de biomassa no reator. Finalmente, tem-se que a
suplementacdo do melaco com sulfato de magnésio heptahidratado e DAP resultou
em melhores parametros fermentativos.

Os resultados do efeito da temperatura sobre a fermentacdo do melaco pela
levedura S. cerevisisae indicam que a melhor temperatura de processo foi de 34°C,
pois foi produzido mais etanol nos processos, logo, esta foi escolhida para ser a
utilizada nos outros estudos de fermentagéao.
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5.3.5 Efeito da suplementacdo do mela¢go associado ao aumento do inéculo

em batelada alimentada a 34°C

Na Fig. 19 sao apresentadas as curvas de tempo de massa de substrato, de
biomassa e de etanol para a fermentacdo em batelada alimentada a 34°C, com
melaco 20 % em ART sem suplementacédo (Fig. 19A) e com suplementacédo de
1,0 g.L™" de DAP, 0,1 g.L" de MgS04.7H,0 e 0,1 g.L™* de ZnS0O,.7H.O (Fig. 19B).
Foram utilizados vazdo de alimentacédo de 0,40 mL.min™ e in6culo de 15,1 g.L*

ocupando 30% do volume de trabalho do reator.
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Figura 19: Efeito do uso de um inéculo de 15,1 g.L™ e das adi¢6es de suplementos (1,0
g.L"! de DAP, 0,1 g.L™" de MgS0,.7H,0 e 0,1 g.L" de ZnS0O,.7H,0) a 34°C sobre as
curvas de tempo de massa de substrato (-ll-), massa de células (-@-) e massa de

etanol (+) nos experimentos: (A) sem e (B) com adic&o de suplementos. Condicdes:
melaco 20% em ART; vazéo (F) = 0,40 mL.min™" e 125 rpm de agitac&o

A Fig. 19 ilustra que houve um grande acumulo de substrato no reator até 3
horas de processo, pois a velocidade de assimilacdo deste pelas leveduras foi
menor que a vazdo de alimentacdo e isto esta diretamente relacionado a baixa
quantidade de células presentes no reator. ApOs este periodo, o0s acUcares
redutores totais foram consumidos. Pode-se observar também que a suplementacéo
do melaco resultou em uma maior concentracdo de etanol produzida, bem como de
biomassa. Nota-se na Fig. 19B que no intervalo entre uma e duas horas de
fermentacdo, a curva de acumulo de substrato é diferente daquela apresentada na
Fig. 19A e apresenta menor inclinacdo, indicando que neste intervalo de tempo,

houve uma maior assimilacdo dos acUcares pelas leveduras quando o melaco foi



73

suplementado e isto pode ser verificado pelo fato de que nestes instantes as massas
acumuladas de célula e etanol sédo maiores no processo suplementado.

Os resultados obtidos apés o término da fermentacdo em batelada
alimentada, com e sem suplementacéo e indculo de 15,1 g.L™, séo apresentados na
Tab. 19.

Tabela 19: Viabilidade, acumulo de biomassa, etanol e agucar residual
expressos em g totais em 100 mL de volume final de trabalho conforme
descrito na Fig. 19

Meio Tempo® | Biomassa | ART Etanol | Viabilidade
(h) 9) 9) 9) (%)
Nao 6 2,20£0,04 | 0,72+0,02 | 6,24+0,00 | 98,6+0,6
suplementado e e T e
Suplementado 6 2,31+0,01 | 0,65+0,05 | 7,06+0,02 98,7+0,9

(a) inicio da fase estacionaria de producao de etanol.

Na Tab. 19 esta indicado que a suplementacdo do melaco ndo diminuiu o
tempo da fermentagdo e resultou em uma maior massa de biomassa e de etanol
produzidos, o que pode ser verificado pela menor massa acumulada de agucares no
reator, pois estes foram utilizados tanto para incrementar o crescimento quanto a
producéo de etanol.

Na Fig. 20 sao apresentadas as curvas de tempo de massa de substrato, de
biomassa e de etanol para a fermentacdo em batelada alimentada a 34°C, com
melaco 20 % em ART sem suplementacédo (Fig. 20A) e com suplementacédo de
1,0 g.L™" de DAP, 0,1 g.L" de MgS04.7H,0 e 0,1 g.L™* de ZnS0O,.7H.O (Fig. 20B).
Foram utilizadas vazdo de alimentacdo de 0,40 mL.min™ e in6culo de 23,7 g.L*
ocupando 30% do volume de trabalho do reator.
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Figura 20: Efeito do uso de um in6culo de 23,7 g.L™ e das adi¢6es de suplementos (1,0
g.L* de DAP, 0,1 g.L™" de MgS0,.7H,0 e 0,1 g.L™" de ZnS0O,.7H,0) a 34°C sobre as
curvas de tempo de massa de substrato (-lF), massa de células (-@-) e massa de

etanol (+) nos experimentos: (A) sem e (B) com adic&o de suplementos. Condicdes:
melaco 20% em ART; vazéo (F) = 0,40 mL.min™ e 125 rpm de agitac&o

A Fig. 20 ilustra que houve acumulo de substrato no reator até 3 horas de
processo, aproximadamente o mesmo tempo de alimentagdo do reator, pois a taxa
de assimilacdo dos acucares pelas leveduras foi menor que a vazdo de alimentacao.
Apés este periodo, os acUcares redutores totais acumulados foram consumidos
pelas leveduras, com aumento na massa de etanol e de células no reator. A Fig. 20B
indica que a suplementacdo do melago com DAP, ions zinco e magnésio, resultou
em uma maior concentracéo de etanol produzida.

Os resultados obtidos apés o término da fermentacdo em batelada
alimentada, com e sem suplementacéo e indculo de 23,7 g.L™, séo apresentados na
Tab. 20.

Tabela 20: Viabilidade, acumulo de biomassa, etanol e acucar residual
expressos em g totais em 100 mL de volume final de trabalho conforme
descrito na Fig. 20

Meio Tempo® | Biomassa | ART Etanol | Viabilidade
(h) 9) 9) 9) (%)
Nao 5 3,17+0,03 | 0,64+0,00 | 7,90+0,01 98,5+0,8
suplementado T T R S
Suplementado 5 3,19+0,00 | 0,44+0,02 | 8,09+0,08 | 99,0+0,4

(a) inicio da fase estacionaria de producéo de etanol.
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Observa-se na Tab. 20 que a suplementacdo do melago nao diminuiu o tempo
da fermentagao e resultou em uma maior massa de etanol acumulado, o que pode
ser verificado pela menor massa de acucares acumulada no reator, pois estes foram
utilizados para a producao de etanol.

Na Fig. 21 sao apresentadas as curvas de tempo de massa de substrato, de
biomassa e de etanol para a fermentacdo em batelada alimentada a 34°C, com
melaco 20 % em ART sem suplementacédo (Fig. 21A) e com suplementacédo de
1,0 g.L™" de DAP, 0,1 g.L™ de MgS04.7H,0 e 0,1 g.L™* de ZnS0O,.7H,O (Fig. 21B).
Foi utilizada azéo de alimentacdo de 0,40 mL.min™ e inéculo de 29,1 g.L™ ocupando

30% do volume de trabalho do reator.
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Figura 21: Efeito do in6culo de 29,1 g.L™" e das adi¢cdes de suplementos (1,0 g.L™" de
DAP, 0,1 g.L™* de MgS0,.7H,0 e 0,1 g.L™* de ZnS0,.7H,0) a 34°C sobre as curvas de

tempo de massa de substrato (-ll), massa de células (-@-) e massa de etanol (+)
nos experimentos: (A) sem e (B) com adi¢cdo de suplementos. Condi¢cdes: melago 20%
em ART; vazdo (F) = 0,40 mL.min™ e 125 rpm de agitacéo
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As Figs. 21A e 21B indicam que a suplementacdo do melagco levou a
resultados semelhantes de biomassa e de etanol produzidos, no entanto, no
processo em que se utilizou melago suplementado (Fig. 21B), a massa de substrato
acumulada no reator foi menor e isto indica que a suplementacdo do melago faz com
que as leveduras consumam mais agUcares durante o periodo de alimentacdo do
reator.

Comparando-se as Figs. 20 e 21 observa-se que com o0 aumento da
quantidade de inéculo (de 23,7 g.L™ para 29,1 g.L ™) foi produzido menos etanol e

gue a massa de acUcares no reator durante o periodo de sua alimentacdo é maior.
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Estes fatores indicam que h& uma quantidade oOtima de células que deve ser
utilizada no processo, pois em fermentacées com elevadas concentragcdes celulares
ocorre uma competicdo das leveduras pelo substrato, o que resulta em uma
diminuicdo do aumento relativo da biomassa.

Os resultados obtidos apés o término da fermentacdo em batelada
alimentada, com e sem suplementacéo e indculo de 29,1 g.L™, séo apresentados na
Tab. 21.

Tabela 21: Viabilidade, acumulo de biomassa, etanol e agucar residual
expressos em g totais em 100 mL de volume final de trabalho conforme
descrito na Fig. 21

Meio Tempo® | Biomassa ART Etanol | Viabilidade
(h) 9) 9) 9) (%)
Nao 5 3,64+0,02 | 0,52+0,00 | 7,22+0,06 | 96,5+1,0
suplementado T e e e
Suplementado 5 3,58+0,03 | 0,60+0,03 | 7,13+0,05 | 98,9+0,4

(a) inicio da fase estacionaria de producao de etanol.

Os resultados da Tab. 21 indicam que a suplementacédo do melaco levou a
uma diminuicdo da biomassa e do etanol produzidos quando foi utilizado um inéculo
de 29,1 ¢g.L™

Na Tab. 22 s&o apresentados os resultados das fermentagdes com diferentes
quantidades de inéculo, vaz&do de alimentacéo de 0,40 mL.min™, a 34 °C e melaco
20% em ART, clarificado com &cido sulflrico com e sem suplementacdo usando-se
0,1 g.L*de ZnS04.7H,0, 0,1 g.L™* de MgS0,4.7H,0 e 1,0 g.L™ de DAP.



Tabela 22: Efeito do tamanho de in6culo e da adi¢cdo de suplementos sobre os
parametros calculados com os dados das Tabs. 19,20 e 21

7

. ﬁ\_umento de }A‘R-I] Etar;ol Produtividade Rendimento YX//S YB/S
in in a1 o)

Meios (Ol/(()))massa (gf-l) (gf-l) (g.L™"h™ alcoélico (%) (/) | (9/9)
15,1 g.L™" de

in6culo, sem 46,0+4,0 7,2+0,2 | 62,4+0,0 10,40+0,01 61,1+0,0 0,036 | 0,322
suplemento
15,1 g.L*de

in6culo, com 52,8%0,7 6,5+0,5 | 70,6+0,2 11,77+0,04 69,1+0,2 0,041 | 0,366
suplemento
23,7 g.L'de

in6culo, sem 33,9%0,7 6,4+0,0 | 79,0+0,1 15,80+0,02 77,2+0,1 0,041 | 0,408
suplemento
23,7 g.L'de

in6culo, com 34,4+0,6 | 4,4+0,2 | 80,9+0,8 16,18+0,56 79,1+0,7 0,042 | 0,414
suplemento
29,1 g.L'de

indculo, sem 251+1 .4 5,2+0,0 | 72,2+0,6 14,44+0,13 70,7+£0,6 0,037 | 0,371
suplemento
29,1 g.L'de

in6culo, com 23,0+£1,6 6,0+0,3 | 71,3+0,0 14,26+0,01 69,8+0,0 0,034 | 0,368
suplemento

Os resultados descritos na Tab. 22 mostram que quanto menor a quantidade

inicial de inéculo, maior o crescimento da biomassa e menor a concentragao final de
etanol, pois 0s acucares sdo utilizados em maior propor¢do para o crescimento
celular. Nos experimentos em que foram utilizados 15,1 e 23,7 g.L™ de in6culo, com
melago suplementado, todos os parametros sofreram uma melhora, tais como
aumento da biomassa, aumento da concentragdao de etanol produzido, aumento da
produtividade e do rendimento da fermentacdo. Além disso, com o indculo de 23,7
g.L' e 29,1 g.L™ foram obtidas maiores produtividades do processo em relagéo ao
que se obtém na indGstria, que atinge 12 g.L™".h™ de produtividade do etanol. O
inéculo de 23,7 g.L™* utilizado resultou em maior concentracéo final de etanol
presente no fermentador, com menor concentracdo de substrato, que foi utilizado
para uma maior producao do etanol.

Na fermentacdo em batelada alimentada, o a clarificagdo do melago com
acido sulfarico a pH 4,5 resultou em maior massa de etanol produzido, além de
maior consumo dos agucares residuais no fermentador. A vazao de alimentacéo dos
reatores que simula aproximadamente o dobro daquela utilizada pela industria
mostrou-se adequada, pois levou a um menor tempo de fermentacdo e foram

acumuladas praticamente as mesmas massas de etanol, ou seja, com o dobro da
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vazao de alimentacdo da industria houve um ganho em produtividade do processo.

As fermentacbes em menor temperatura (34°C) resultaram em maior tempo de

fermentacdo, no entanto foi produzido mais etanol no processo, com maior

rendimento. O melhor tamanho de indculo estudado foi aquele que simula as

condicbes industriais de 12 % (v/v) e equivalem a 23,7 g.L™ de células.

6

CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem as seguintes conclusdes quanto ao uso da

levedura 1Q-Ar/45-1 na fermentag&o do melago em batelada simples:

Os suplementos diamonio hidrogeno fosfato (DAP), sulfato de zinco e sulfato
de magnésio melhoraram a produtividade e o rendimento em etanol das
fermentacGes em batelada simples;

A adicdo de ions zinco diminuiu o tempo de fermentacdo, com aumento de
produtividade e rendimento;

A adicdo de ions magnésio melhorou o rendimento em etanol e a

produtividade;

Os processos fermentativos do melagco em batelada alimentada utilizando-se a

levedura 1Q-Ar/45-1 permitem as seguintes conclusoes:

Os melhores resultados em processo de batelada alimentada foram obtidos
com melago clarificado com é&cido sulfurico a pH 4,5 com passagem em vapor
de autoclave por 30 minutos;

A melhor vaz&o de alimentacdo em batelada alimentada foi de 0,40 mL.min;

A elevacao da temperatura de fermentacdo em batelada alimentada diminuiu a
producéo de biomassa e de etanol, com um menor tempo de fermentacéo, logo
a melhor temperatura para estes processos é de 34°C;

Comparando-se as fermentacdes em batelada alimentada com e sem a adicéo
dos suplementos DAP, ions zinco e magnésio, verifica-se que a suplementacao
do melaco € um fator que aumenta a massa de etanol produzida, bem como
produtividade e rendimento;

O melhor tamanho de inéculo foi de 23,7 g.L™, pois levou a uma maior

producdo de etanol, com maior produtividade e rendimento alcodlico.
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Utilizando-se melaco suplementado, houve um aumento de 2,40% na
concentragdo de etanol e na produtividade das fermentacoes;

e Os resultados obtidos em batelada alimentada indicam que a fermentacéo do
melaco 20% em ART clarificado com &cido sulfarico, suplementado com
1,0 g.L* de DAP, 0,1 g.L* de MgS0,.7H.0 e 0,1 g.L™* de ZnS04.7H,0, com
vazdo de alimentacédo de 0,40 mL.min™, temperatura de 34°C e inéculo inicial
de 23,7 g.L™* resultou em maior producéo de etanol, rendimento e produtividade.

PROPOSTA PARA TRABALHOS FUTUROS

Fermentagdes com leveduras comerciais devem ser realizadas, nas mesmas
condicdes, para comparacdo destas com a nova levedura 1Q-Ar/45-1. Além disto,
devem ser realizados ciclos sucessivos de fermentagdes com reciclo de células para

se avaliar o resisténcia das leveduras ao processo.
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APENDICE
Tabela referente a Fig. 12 (a): melago sem suplementagdo com DAP
Tempo (h) _ Biomassa . _Etanol - ART .
Dil. Abs. g.L” | Dil. | g.L™ | Dil. | Abs. | g.L
0 30 0,198 24 | 10 | 0,0 | 500 | 0,592 | 200,0
13 30 0,756 9,8 | 10 | 57,7 | 500 | 0,128 | 44,2
19 40 0,674 11,4 | 10 | 80,7 | 100 | 0,215 | 154
27 40 0,619 10,6 | 10 | 815 | 50 | 0,167 | 57
39 40 0,651 10,8 | 10 | 81,0 | 25 | 0,425| 55
63 40 0,608 10,2 | 10 | 80,5 | 20 | 0,623 | 55
Tabela referente a Fig. 12 (b): melago com 0,5 g.L™* de DAP
Tempo (h) _ biomassa _ _Etanol - ART _
Dil. Abs. gL” | Dil. | g.L" | Dil. | Abs. | g.L
0 30 0,216 2,7 | 10 | 0,0 | 500 | 0,592 | 200,0
13 30 0,885 11,0 | 10 | 63,4 | 200 | 0,149 | 20,1
19 40 0,772 12,8 | 10 | 88,3 | 50 | 0,133 | 4,5
27 40 0,753 12,6 | 10 | 88,3 | 50 | 0,167 | 4,5
39 40 0,758 125 ] 10 | 883 | 25 | 0,455 | 4,5
63 40 0,692 11,8 ] 10 | 869 | 20 | 0,539 | 4,5
Tabela referente & Fig. 12 (c): melago com 1,0 g.L™ de DAP
Tempo (h) _ biomassa . _Etanol - ART .
Dil. Abs. gL” | Dil. | g.L" | Dil. | Abs. | g.L
0 30 0,22 2,7 | 10 | 0,0 | 500 | 0,592 | 200,0
13 30 0,864 10,4 | 10 | 72,5 | 200 | 0,189 | 25,6
19 40 0,731 11,7 | 10 | 90,7 | 50 | 0,112 | 3.8
27 40 0,702 11,4 | 10 | 90,0 | 50 | 0,176 | 3,7
39 40 0,745 120 | 10 | 88,9 | 25 | 0,433 | 3,9
63 40 0,722 11,8 | 10 | 87,7 | 20 | 0,542 | 3,8
Tabela referente a Fig. 12 (d): melago com 2,0 g.L™* de DAP
Tempo (h) _ biomassa _ _Etanol - ART _
Dil. Abs. g.L” | Dil. | g.L" | Dil. | Abs. | g.L
0 30 0,269 3,30 | 10 | 0,0 | 500 | 0,592 | 200,0
13 30 0,81 99 | 10 | 71,5 | 200 | 0,261 | 35,3
19 40 0,69 11,4 | 10 | 89,1 | 50 | 0,142 | 4,8
27 40 0,735 120 | 10 | 885 | 50 | 0,151 | 48
39 40 0,745 12,2 | 10 | 882 | 25 | 0,513 | 4,7
63 40 0,67 109 | 10 | 87,7 | 20 | 0,559 | 4,7
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Tabela referente a Fig. 13 (a): melago sem suplementagdo com ZnSQO,.7H,0

Tempo (h) _ biomassa _ _Etanol - ART _
Dil. Abs. gL” | Dil. | g.L™ | Dil. | Abs. | g.L

0 20 0,244 20 | 10 | 0,0 | 500 | 0,592 | 200,0

5 20 0,697 57 | 10 | 27,2 | 500 | 0,361 | 122,2
10 40 0,587 9,6 | 10 | 52,2 | 200 | 0,478 | 64,6
14 40 0,583 10,2 | 10 | 71,7 | 250 | 0,183 | 31,5
18 40 0,759 1251 10 | 79,9 | 50 | 0,172 | 5,8
22 40 0,744 1251 10 | 815 | 50 | 0,165| 5,6
38 40 0,642 109 | 10 | 815 | 20 | 0,504 | 5,6

Tabela referente a Fig. 13 (b): melagco com suplementacéo de
0,1 g.L™ de ZnSO,.7H,0

Tempo (h) _ biomassa . _Etanol - ART .
Dil. Abs. gL” | Dil. | g.L™ | Dil. | Abs. | g.L

0 20 0,244 20 | 10 | 0,0 | 500 | 0,592 | 200,0

5 20 0,697 57 | 10 | 27,0 | 500 | 0,369 | 124,8
10 40 0,581 9,5 | 10 | 53,5 | 200 | 0,467 | 63,2
14 40 0,726 12,2 | 10 | 741 | 50 | 0,219 | 7,4
18 40 0,798 128 | 10 | 82,3 | 50 | 0,172 | 5,8
22 40 0,792 12,7 |1 10 | 815 | 50 | 0,138 | 57
38 40 0,736 1241 10 | 81,8 | 20 | 0,530 | 5,8

Tabela referente a Fig. 13 (c): melago com suplementagdo de
0,2 g.L™" de ZnSO,.7H,0

Tempo (h) _ biomassa _ _Etanol - ART _
Dil. Abs. gL” | Dil. | g.L™ | Dil. | Abs. | g.L

0 20 0,244 20 | 10 | 0,0 | 500 | 0,592 | 200,0

5 20 0,684 56 | 10 | 29,4 | 500 | 0,367 | 124,2
10 40 0,532 8,7 | 10 | 56,7 | 200 | 0,418 | 56,5
14 40 0,717 116 | 10 | 836 | 50 | 0,192 | 6,5
18 40 0,792 |12,6| 10 | 854 | 50 | 0,168 | 5,7
22 40 0,795 126 | 10 | 851 | 50 | 0,139 | 5,7
38 40 0,741 124 | 10 | 84,4 | 20 | 0,518 | 5,8
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Tabela referente a Fig. 13 (d): melagco com suplementacéo de
0,3 g.L™ de ZnS0O,.7H,0

Tempo (h) _ biomassa _ _Etanol - ART _
Dil. Abs. gL” | Dil. | g.L" | Dil. | Abs. | g.L
0 20 0,244 20 | 10 | 0,0 | 500 | 0,592 | 200,0
5 20 0,697 57 | 10 | 29,1 | 500 | 0,399 | 135,3
10 40 0,556 9,1 | 10 | 58,3 | 200 | 0,437 | 59,1
14 40 0,722 12,1 | 10 | 82,5 | 50 | 0,180 | 6,1
18 40 0,742 123 | 10 | 835 | 50 | 0,142 | 438
22 40 0,797 13,0 | 10 | 80,3 | 50 | 0,143 | 4,7
38 40 0,743 126 | 10 | 80,7 | 20 | 0,511 | 4,7
Tabela referente a Fig. 14 (a): melago sem
suplementagcdo com MgS0,.7H,0
Tempo (h) _ biomassa . _Etanol - ART .
Dil. Abs. gL” | Dil. | g.L" | Dil. | Abs. | g.L
0 20 0,244 20 | 10 | 0,0 | 500 | 0,592 | 200,0
3 30 0,354 2,7 | 10 | 9,4 | 500 | 0,485 | 164,1
6 30 0,626 4,7 | 10 | 20,2 | 500 | 0,463 | 156,6
9 30 0,858 7,3 | 10 | 37,6 | 500 | 0,340 | 114,9
12 30 0,788 10,9 | 10 | 62,8 | 200 | 0,327 | 44,2
24 40 0,780 12,41 10 | 79,1 | 20 | 0,562 | 7,6
31 40 0,242 12,4 | 10 | 79,8| 20 | 0,562 | 7,6
Tabela referente a Fig. 14 (b): melagco com suplementacéo de
0,1 g.L™" de MgS0,4.7H,0
Tempo (h) _ biomassa _ _Etanol - ART _
Dil. Abs. g.L” | Dil. | g.L" | Dil. | Abs. | g.L
0 20 0,242 20 | 10 | 0,0 | 500 | 0,592 | 200,0
3 30 0,240 29 | 10 | 8,8 | 500 | 0,486 | 164,4
6 30 0,364 46 | 10 | 23,2 | 500 | 0,425 | 143,7
9 30 0,628 76 | 10 | 38,4 | 500 | 0,291 | 98,4
12 30 0,824 10,2 | 10 | 65,1 | 200 | 0,338 | 45,7
24 40 0,774 123 ] 10 [ 83,1 | 20 | 0,429 | 58
31 40 0,760 12,2 | 10 [ 84,8 | 20 | 0,436 | 59
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Tabela referente a Fig. 14 (c): melago com suplementagdo de
0,2 g.L™" de MgS0,4.7H,0

Tempo (h) biomassa _ _Etanol - ART _
Dil. Abs. gL” | Dil. | g.L.™ | Dil. | Abs. | g.L
0 20 0,242 20 | 10 | 0,0 | 500 | 0,592 | 200,0
3 30 0,241 3,0 | 10 | 10,7 | 500 | 0,493 | 166,6
6 30 0,354 45 | 10 | 16,2 | 500 | 0,428 | 144,7
9 30 0,619 7,7 | 10 | 17,6 | 500 | 0,342 | 1155
12 30 0,829 10,5 | 10 | 61,1 | 200 | 0,376 | 50,8
24 40 0,758 124 ] 10 | 854 | 20 | 0,406 | 5,5
31 40 0,749 1241 10 | 915 | 20 | 0,406 | 5,5
Tabela referente & Fig. 15 (a): F = 0,40 mL.min
Tempo (h) = biomassa . _Etanol - ART .
Dil. Abs. gL | Dil. | g.L" | Dil. | Abs. | g.L
0 500 0,515 316 | - 0,0 - - 0,0
0,5 500 0,493 424 | 10 | 37,8 | 20 | 0,282 | 1,6
1 500 0,415 47,8 | 10 | 53,1 | 20 | 0,316 | 2,3
15 500 0,395 53,3 | 10 | 63,1 | 20 | 0,459 | 41
2 500 0,331 54,6 | 10 | 658 | 40 | 0,246 | 54
3 500 0,262 54,1 | 10 | 72,4 | 50 | 0,122 | 41
4 500 0,255 519 | 10 | 72,7 | 50 | 0,120 | 4,0
5 500 0,256 51,7 | 10 | 73,2 | 50 | 0,106 | 3,6
6 500 0,253 51,7 | 10 | 72,7 | 10 | 0,577 | 3,9
Tabela referente & Fig. 15 (b): F = 0,20 mL.min™
Tempo (h) = biomassa _ _Etanol - ART _
Dil. Abs. gL | Dil. | g.L.™" | Dil. | Abs. | g.L
0 500 0,516 316 | - 0,0 - - 0,0
1 500 0,387 335 | 10 | 338 | 10 | 0,567 | 1,6
2 500 0,315 352 | 10 | 48,2 | 10 | 0,743 | 2,7
3 500 0,261 357 | 10 | 60,3 | 20 | 0,426 | 3,8
4 500 0,229 37,1 | 10 | 64,3 | 20 | 0,523 | 5,6
5 500 0,207 38,7 | 10 | 70,4 | 20 | 0,487 | 6,0
6 500 0,206 42,0 | 10 | 71,3 | 20 | 0,437 | 5,9
7 500 0,188 38,3 | 10 | 70,0 | 10 | 0,981 | 6,6
8 500 0,186 38,0 | 10 | 71,1 ] 10 | 0,940 | 6,4
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Tabela referente a Fig. 16 (a): ajuste de pH com H,SO, antes de clarificagdo em

vapor de autoclave

biomassa Etanol ART
Tempo (h) =g Abs. g.LT | Dil. [ g.L"| Dil. | Abs. | g.L"
0 500 0,386 236 - | 00| - | - |00
0,333 | 500 0,236 18,6 | 10 | 19,1 | 40 | 0,477 | 4,9
0,667 | 500 0,208 20,0 | 10 | 27,1 | 40 | 0,828 | 10,3
1 500 0,205 232 | 10 | 29,7 | 40 | 1,065 | 15,7
2 400 0,181 24,0 | 10 | 37,3 | 40 | 1,368 | 29,3
3 400 0,150 245 | 10 | 47,8 | 40 | 0,878 | 23,7
4 400 0,152 249 | 10 | 56,8 | 10 | 0,706 | 4,7
5 400 0,147 240 | 10 | 55,5 | 10 | 0,611 | 4,1
6 300 0,225 27,6 | 10 | 554 | 10 | 0,631 | 4,2

Tabela referente a Fig. 16 (b): ajuste de pH com H,SO, apds clarificacdo em vapor

de autoclave

Tempo (h) _ biomassa i _Etanol 1 ART
Dil. Abs. gL' | Dil. | g.L" | Dil. | Abs. [ g.L"
0 500 0,386 237 - | 00| - - 0,0
0,333 | 500 0,260 205 | 10 | 19,4 | 40 | 0,408 | 4,2
0,667 | 500 0,207 19,9 | 10 | 26,8 | 40 [ 0,651 | 8,1
1 500 0,218 248 | 10 | 26,5 | 40 | 0,863 | 12,8
2 400 0,182 242 | 10 | 36,7 | 40 | 1,135] 24,4
3 400 0,153 250 | 10 | 48,9 | 40 | 0,472 ] 12,8
4 400 0,150 245 | 10 | 53,2 | 10 | 0,608 | 4,1
5 400 0,146 23,9 | 10 | 51,9 | 10 [ 0,600 | 4,0
6 300 0,217 26,6 | 10 | 52,0 | 10 [ 0,599 | 4,0
Tabela referente & Fig. 17 (a): 1,0 g.L™ de DAP e
0,1 g.L"! de MgS0,.7H,0 a 34°C
Tempo (h) _ biomassa Etanol ART
Dil. Abs. gL' | Dil. [ g.L" | Dil. | Abs. | g.L™
0 300 0,644 237 - | 00 | - - 0,0
0,5 300 0,519 28,0 | 10 [ 258 | 20 [ 0,681 ] 9,2
1 300 0,425 30,2 | 10 [ 359 | 50 | 0,770 | 26,0
1,5 200 0,354 31,3 | 10 | 44,3 | 100 | 0,456 | 30,8
2 200 0,430 30,2 | 10 | 47,6 | 100 | 0,708 | 47,9
2,5 200 0,363 29,7 | 10 | 49,7 | 100 | 0,751 | 50,8
3 200 0,398 32,6 | 10 | 56,3 | 100 | 0,642 | 43,4
4 200 0,422 345 | 10 | 68,9 | 20 | 0,787 | 10,6
5 200 0,423 346 | 10 | 69,4 | 20 | 0,399 | 54
6 200 0,417 341 10 [ 70,5] 20 [ 0,384 | 52
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Tabela referente a Fig. 17 (b): 1,0 g.L™ de DAP e
0,1 g.L™" de MgS0,.7H,0 a 37°C

Tempo (h) biomassa Etanol ART
Dil. Abs. gL' | Dil. | g.L" | Dil. | Abs. [g.L"
0 300 0,644 23,7 | - 00 | - - 0,0
0,5 300 0,495 26,7 | 10 | 253 | 20 {0,399 | 5/4
1 300 0,431 30,7 | 10 | 350 | 50 | 0,422 | 14,3
15 300 0,359 31,7 | 10 | 41,3 | 100 | 0,373 | 25,2
2 200 0,435 30,6 | 10 | 48,9 | 100 | 0,489 | 33,1
2,5 200 0,391 31,9 | 10 | 55,3 | 100 | 0,521 | 35,2
3 200 0,407 33,2 | 10 | 62,0 | 50 | 0,647 | 21,9
4 200 0,417 34,1 | 10 | 62,7 | 20 [ 0,533 | 7,2
5 200 0,399 326 | 10 | 642 | 20 | 0,510 6,9
6 200 0,399 326 | 10 | 642 | 20 | 0,510 6,9
Tabela referente & Fig. 18 (a): 1,0 g.L™ de DAP e
0,1 g.L" de ZnS0O,.7H,0 a 34°C
Tempo (h) b= biomassa i _Etanol - ART i
Dil. Abs. gL |Dil. | g.L" | Dil. | Abs. | g.L"
0 500 0,387 237 | - 00 | - - 0,0
0,5 300 0,509 275 | 10 | 254 | 20 | 0,581 | 7,8
1 300 0,440 31,3 | 10 | 36,3 | 50 | 0,570 | 19,3
15 300 0,351 31,0 | 10 | 42,9 | 100 | 0,329 | 22,2
2 200 0,445 31,3 | 10 | 48,8 | 100 | 0,543 | 36,7
2,5 200 0,88 31,8 | 10 | 53,6 | 100 | 0,551 | 37,3
3 200 0,403 33,0 | 10 | 61,8 | 100 | 0,492 | 33,3
4 200 0,417 34,1 10 | 669 | 20 | 0,637 | 8,6
5 200 0,417 34,1 | 10 | 68,2 | 20 | 0,507 | 6,8
6 200 0,417 34,1 | 10 | 68,2 | 20 | 0,501 | 6,8
Tabela referente & Fig. 18 (b): 1,0 g.L™ de DAP e
0,1 g.L" de ZnS0,.7H,0 a 37°C
Tempo (h) | biomassa i _Etanol 1 ART i
Dil. Abs. gL | Dil. | g.L™" | Dil. | Abs. | g.L"
0 300 0,644 23,7 | - 00 | - - 0,0
0,5 300 0,409 26,4 | 10 | 241 | 20 | 0,397 | 54
1 300 0,425 30,3 | 10 | 342 | 50 | 0,422 | 14,3
1,5 300 0,341 30,1 | 10 | 39,9 | 100 | 0,388 | 26,2
2 200 0,435 30,6 | 10 | 48,1 | 100 | 0,497 | 33,6
2,5 200 0,381 31,2 | 10 | 55,2 | 100 | 0,531 | 35,9
3 200 0,397 32,4 | 10 | 61,6 | 50 | 0,665 | 22,5
4 200 0,392 32,1 | 10 | 61,9 | 20 | 0,553 | 7,5
5 200 0,389 31,8 | 10 | 636 | 20 | 0,535 | 7,2
6 200 0,389 31,8 | 10 | 63,6 | 20 | 0,534 | 7,2
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Tabela referente & Fig. 19 (a): melaco sem suplementacfo e Xq= 15 g.L*

Tempo (h) | biomassa _ _Etanol - ART _

Dil. Abs. gL | Dil. | g.L™ | Dil. | Abs. | g.L

0 300 0,410 151 | - 0,0 - - 0,0
0,25 399 0,273 158 | 10 | 15,3 | 20 | 0,973 | 13,2
0,5 300 0,325 16,3 | 10 | 19,9 | 100 | 0,356 | 24,0
0,75 200 0,441 16,7 | 10 | 23,8 | 100 | 0,519 | 35,1
1 200 0,392 16,8 | 10 | 25,5 | 100 | 0,754 | 51,0
15 200 0,336 17,1 | 10 | 30,4 | 100 | 0,843 | 57,0
2 200 0,300 179 | 10 | 36,4 | 100 | 0,872 | 58,9
2,5 200 0,281 19,3 | 10 | 38,5 | 100 | 0,797 | 53,9
3 200 0,264 20,4 | 10 | 42,7 | 100 | 0,722 | 48,8
4 200 0,259 21,1 | 10 | 58,2 | 100 | 0,605 | 40,9

5 200 0,266 218 10 | 61,9 | 20 | 1,010 | 13,7

6 200 0,268 22,0 | 10 | 624 | 20 | 0,532 | 7,2

7 200 0,268 22,0 | 10 | 624 | 20 | 0,532 | 7,2

Tabela referente a Fig. 19 (b): melaco suplementado e X,= 15 g.L™
Tempo biomassa Etanol ART

(h) Dil. Abs. gL' | Dil. [ g.L" | Dil. | Abs. [ g.L"!
0 300 0,410 151 | - 0,0 - - 0,0
0,25 399 0,320 15,7 | 10 | 17,0 | 20 | 0,785 | 10,6
0,5 300 0,426 16,0 | 10 | 22,6 | 100 | 0,316 | 21,3
0,75 200 0,378 16,1 | 10 | 26,7 | 100 | 0,449 | 30,3
1 200 0,334 16,2 | 10 | 29,3 | 100 | 0,690 | 46,7
15 200 0,305 17,0 | 10 | 34,4 | 100 | 0,732 | 49,5
2 200 0,279 18,2 | 10 | 38,8 | 100 | 0,708 | 47,8
2,5 200 0,259 19,2 | 10 | 43,5100 | 0,763 | 51,6
3 200 0,263 21,5 | 10 | 48,0 | 100 | 0,758 | 51,3
4 200 0,275 22,5 | 10 | 59,7 | 100 | 0,509 | 34,4
5 200 0,279 22,8 | 10 | 67,7 | 20 | 0,665| 9,0
6 200 0,282 23,1 | 10 | 70,6 | 20 | 0,480 | 6,5
7 200 0,282 23,1 | 10 | 70,4 | 20 | 0,480 | 6,5
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Tabela referente a Fig. 20 (a): melagco sem suplementagfo e Xq= 23,7 g.L*

Tempo (h) _ biomassa _ _Etanol - ART _

Dil. Abs. gL | Dil. | g.L™ | Dil. | Abs. | g.L

0 300 0,644 23,7 | - 0,0 - - 0,0
0,5 300 0,530 27,1 | 10 | 40,3 | 20 | 0,425 | 5,8
1 300 0,442 28,9 | 10 | 51,2 | 20 | 0,757 | 10,2
15 300 0,371 29,6 | 10 | 56,2 | 50 | 0,538 | 18,2
2 200 0,470 29,5 | 10 | 58,1 | 50 | 0,655 | 22,1
2,5 200 0,402 29,1 ] 10 | 60,4 | 50 | 0,656 | 22,2
3 200 0,372 30,4 | 10 | 62,4 | 50 | 0,906 | 30,6
4 200 0,381 31,2 | 10 | 759 | 20 | 0,523 | 7,1
5 200 0,387 31,7 | 10 | 79,0 | 20 | 0,476 | 6,4
6 200 0,387 31,7 | 10 | 79,0 | 20 | 0,476 | 6,4

Tabela referente a Fig. 20 (b): melago suplementado e X,= 23,7 g.L™

Tempo (h) _ biomassa _ _Etanol - ART _
Dil. Abs. gL | Dil. | g.L™ | Dil. | Abs. | g.L

0 300 0,644 23,7 | - 0,0 - - 0,0
0,5 300 0,518 26,5 | 10 | 432 | 20 | 0,583 | 7,9
1 300 0,434 28,4 | 10 | 53,6 | 50 | 0,241 | 8,2
15 300 0,392 31,3 | 10 | 59,2 | 100 | 0,226 | 15,2
2 200 0,496 31,1 | 10 | 62,8 | 100 | 0,274 | 18,5
2,5 200 0,447 32,3 | 10 | 66,0 | 100 | 0,367 | 24,8
3 200 0,391 32,0 | 10 | 67,7 | 100 | 0,420 | 28,4
4 200 0,392 32,1 | 10 | 76,4 | 50 | 0,136 | 4,6
5 200 0,390 319] 10 | 80,9 | 20 | 0,326 | 44
6 200 0,390 319] 10 | 80,9 | 20 | 0,326 | 44
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Tabela referente & Fig. 21 (a): melaco sem suplementacfo e Xq=29 g.L*

Tempo (h) _ biomassa _ _Etanol - ART _
Dil. Abs. gL | Dil. | g.L™ | Dil. | Abs. | g.L

0 300 0,790 29,1 | - 0,0 - - 0,0
0,25 300 0,668 30,3 | 10 | 6,4 | 100 | 0,252 | 17,0
0,5 300 0,618 31,8 | 10 | 8,4 | 100 | 0,396 | 26,8
0,75 300 0,586 345 | 10 | 18,3 | 100 | 0,404 | 27,3
1 300 0,524 34,7 | 10 | 26,6 | 100 | 0,385 | 26,0
15 300 0,454 352 | 10 | 34,2 | 100 | 0,472 | 31,9
2 200 0,582 353 | 10 | 44,1 | 100 | 0,461 | 31,2
2,5 200 0,508 354 | 10 | 50,3 | 100 | 0,523 | 35,3
3 200 0,458 36,1 | 10 | 55,5 | 100 | 0,524 | 354
4 200 0,443 36,3 | 10 | 70,9 | 20 | 0,800 | 10,8
5 200 0,445 36,4 | 10 | 722 | 20 | 0,384 | 5,2
6 200 0,445 36,4 | 10 | 722 | 20 | 0,384 | 5,2

Tabela referente a Fig. 21 (b): melaco suplementado e X,= 29 g.L™
Biomassa Etanol ART

Tempo () o7y Abs. g.L7 | Dil. | g.L" | Dil. | Abs. [g.L?
0 300 0,790 29,1 | - 0,0 - - 0,0
0,25 300 0,676 295 | 10 | 2,2 | 100 | 0,270 | 18,2
0,5 300 0,615 31,0 | 10 | 8,0 | 100 | 0,424 | 28,6
0,75 300 0,568 32,5| 10 | 16,5 | 100 | 0,450 | 30,4
1 300 0,523 33,4 | 10 | 27,3 | 100 | 0,381 | 25,8
15 300 0,452 351 | 10 | 38,9 | 100 | 0,402 | 27,2
2 200 0,582 35,3 | 10 | 47,7 | 100 | 0,393 | 26,6
2,5 200 0,508 354 | 10 | 50,4 | 100 | 0,403 | 27,2
3 200 0,452 356 | 10 | 54,8 | 100 | 0,419 | 28,3
4 200 0,438 358 | 10 | 70,9 | 20 | 0,755 | 10,2
5 200 0,438 358 | 10 | 71,3 | 20 | 0,448 | 6,0
6 200 0,438 358 | 10 | 71,3 | 20 | 0,448 | 6,0
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