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RESUMO

O objetivo dessa pesquisa foi o de realizar ensaios fermentativos em regime
continuo utilizando Saccharomyces cerevisiae como agente fermentativo e meio
composto de melaco de cana-de-acucar invertido e clarificado. A inversdo da
sacarose foi realizada utilizando a enzima Novozymes® Invertase® V031040 em
banho térmico a 50°C com duracgédo de duas horas. Para clarificagdo do mel foram
feitos testes para definir que mistura dos polimeros AGP-1009 (cati6nico) e AGP-
1000 (aniénico) era mais eficiente, sendo decidido o uso de polimero catiénico em
concentracdo de 25 ppm para cada 70 g/L de sacarose. Ensaios em regime
descontinuo se sucederam apos a definicdo da metodologia de clarificagdo com o
objetivo de estudar a influéncia desta no rendimento de etanol. Outros ensaios
foram feitos ainda em regime descontinuo para investigar o comportamento do
microrganismo em diferentes concentracdes iniciais de substrato (50 a 200 g/L)
com mel clarificado. Os ensaios fermentativos em regime continuo foram
conduzidos no biorreator New Brunswick® BioFlo®-3 com volume util de 1L e
utilizando bombas peristalticas para circulacdo de meio. Ensaios foram realizados

utilizando como base taxas de diluicdo variando de 0,080 h~! a 0,14 h~! para um

pxmax de 0,30 W. Os resultados apresentaram diferentes regides de
células

estabilidade de concentracdo de células, substrato e etanol no decorrer dos
ensaios. Os melhores resultados foram obtidos no ensaio realizado com taxa de
diluicdo inicial de 0,084 h, que apresentou estabilidade até 120 horas de
fermentacdo. Durante este periodo a concentragdo de glicose ficou nula, com
concentracédo de ART em valores proximos a 10 g/L, etanol acima de 35 g/L até 44
horas de fermentacéo e, posteriormente, os valores de etanol reduziram para 20
g/L até 120 horas.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae; fermentacdo continua; mel invertido.
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ABSTRACT

The objective of this research was to do fermentative experiments in continuous
operation using Saccharomyces cerevisiae as fermentative agent and medium
composed of inverted and clarified sugarcane molasses. The inversion of sucrose
was done using the enzyme Novozymes® Invertase® 1031040 in a thermostatic
bath at 50°C for two hours.

For the molasses clarification experiments were done to define which mixture of
the polymers AGP-1009 (cathionic) and AGP-1000 (anionic) was more efficient,
being decided for the use of the cathionic polymer in a 25 ppm concentration for
each 70 g/L of sucrose. Experiments with discontinuous operation were done after
defining the methodology of clarification with the objective of studying the influence
of the clarification on the yield of ethanol. Other experiments in discontinuous
operation were done to investigate the behavior of the microorganism in different
initial substrate concentrations (50 to 200 g/L) with clarified molasses.

The fermentative experiments in continuous operation were done in a New
Brunswick® BioFlo®-3 reactor with an operational volume of 1 L and using peristaltic
pumps for the circulation of medium. Experiments were done using dilution rates
varying from 0.080 A™! to 0,14 A1 for a pxmax Of 0.30 Gnew cetss- Jeeus h™1. The
results showed different regions of stability for concentration of cells, ethanol and
substrate during the experiments. The best results were obtained at the essay done
with the initial dilution rate of 0,084 hl, that showed stability until 120 hours of
fermentation. During this period, the concentration of glucoses was null, total
reducing sugars with values next to 10 g/L and ethanol above 35 g/L until 44 hours
of fermentation and then, ethanol reduced to 20 g/L until 120 hours.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae; continuous fermentation; inverted

molasses.
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1. INTRODUCAO

As alteracdes provocadas pelo aumento dos gases intensificadores do efeito
estufa fez com que se buscasse fontes de energia alternativas e uma destas € o
etanol, um composto organico produzido a partir da fermentagdo alcodlica de
acucares utilizando microrganismos. Esta presente na economia na forma de
bebidas alcodlicas, como agente desinfetante e usado também como combustivel
em sua forma hidratada ou aditivo na gasolina (27% de etanol anidro no Brasil).

Como fonte de aglcares em sua produc¢do sao utilizados a beterraba (Europa),
cana-de-acucar (Brasil) ou milho (Estados Unidos) e também nas ultimas décadas
se estuda a utilizacdo de biomassa para producéo de etanol de segunda geracao.
A tecnologia mais difundida para producdo do etanol € a partir da fermentacao
alcodlica em reatores no regime descontinuo por se tratar de um processo simples
e de facil operacdo. Como alternativa a este processo existem também os
processos em regime descontinuo alimentado e o regime de alimentacdo continua.
Os ensaios fermentativos nesta pesquisa utilizaram como agente fermentativo a
Saccharomyces cerevisiae e na composi¢cado do meio composto de mel invertido
clarificado. O microrganismo utilizado € uma levedura de caracteristica meséfila e
aerdbia facultativa que possui a capacidade de obter energia a partir dos aclcares
no meio, se desenvolve em meio aquoso e apresenta elevada resisténcia a meios
acidos. E encontrado disponivel na forma de fermento fresco ou seco e amplamente
utilizada em industria de bebidas, panificacao e de biocombustivel.

O mel utilizado nos experimentos foi disponibilizado pela Usina Santa Terezinha
- Unidade Iguatemi. A inversédo do mel consiste na hidrolise da sacarose em glicose
e frutose. Esta, pode ser feita por meio de hidrdlise acida ou enzimatica. Nesse
trabalho foi realizada utilizando a enzima Novozymes® Invertase® V031040 em
banho térmico a 50°C com duracdo de duas horas. A clarificacdo do mel teve o
objetivo de remover impurezas que podem afetar negativamente a fermentacéo e
a remocgao de cor, também teve como obijetivo facilitar a leitura da concentragéo
celular, a qual foi feita por método espectrofotométrico (OLIVO, 1985). Para definir
como se procederia a clarificagdo foram realizados ensaios com diferentes
combinacdes dos polimeros disponibilizados (anibnico e catiénico) pela empresa
GC Quimica. Foram selecionadas diferentes condi¢cfes de clarificacdo, que foram

testadas em ensaios de fermentacao a 33 g/L, 50 g/L e 70 g/L de ART com objetivo



de selecionar uma boa condicdo de processo. Nesta etapa se decidiu pelo uso de
polimero catibnico em concentracdo de 25 ppm para cada 70 g/L de sacarose.
Novos ensaios em regime descontinuo se sucederam apds a definicdo da
metodologia de clarificagdo com objetivo de estudar a influéncia desta no
rendimento fermentativo utilizando diferentes condicfes de substrato inicial. Com
base nos resultados destes ensaios foi possivel definir guando era 0 momento para
inicio da alimentagcdo continua. Este ocorre quando a concentracdo de aclcares
residuais atinge o valor de 50 g/L, pois neste valor a velocidade especifica de
crescimento atinge seu valor maximo. Os ensaios fermentativos em regime
continuo foram conduzidos em um biorreator New Brunswick®BioFlo®-3, com
agitacao, controle de temperatura e sensores de pH e temperatura, foi utilizado
como volume util 1 litro e para a circulagdo de meio no reator utilizou-se bombas

peristalticas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

ETANOL

O etanol é um composto quimico organico com a formula molecular C,Hs;OH.
Possui massa molar de 46,069 g/mol, massa especifica de 0,7893 g/cm3 (20°C),
ponto de fuséo -114,1 °C e ponto de ebulicdo em 78,2 °C (PUBCHEM).

Pode ser utilizado em bebidas, desinfeccéo, solvente e como combustivel. Pode
ser produzido por sintese, a partir da hidratacdo do etileno e etino ou a partir de
gases de petréleo e hulha. Outra maneira de obtencéo e também a mais comum, é
por meio de fermentacdo alcodlica com leveduras e bactérias, sendo a
Saccharomyces cerevisiae 0 microrganismo mais utilizado para producéo de etanol
de 12 geragéo.

O uso do etanol como combustivel havia sido testado no inicio do século XX,
com testes de motores a explosao utilizando etanol. Porém, apenas a partir de 1970
com a alta do preco do petréleo, que foram realizados esforcos para producédo em
larga escala de etanol comburente. Foi criado entdo o Programa Nacional do Alcool
(Préalcool), cujo objetivo era incentivar a produgéo de etanol. No fim da década de
80, o programa declinou devido a queda do preco do petréleo. A partir de 2003,
com o surgimento dos carros “flex”, que eram capazes de utilizar tanto etanol
quanto gasolina como combustivel, que a producdo de etanol no Brasil voltou a
crescer até 2008, quando ocorreu uma nova crise internacional (MORAES;
BACCHI, 2014).

Mais recentemente o mundo voltou a discutir a reducdo de gases
atmosféricos que intensificam o efeito estufa. Surgindo assim um esforco conjunto
de paises do mundo todo para a realizacao de um acordo, que seriam responsaveis
em reduzir as emissoes, principalmente de CO:2 e outros gases. Este acordo, foi
denominado o Acordo de Paris (MMA, 2018), cujo periodo para inscrigdo de paises
encerrou-se em 21 de abril de 2017. O Brasil, participa deste acordo com um
compromisso de reducdo de gases do efeito estufa em 37% abaixo dos niveis de
emissdo do ano de 2005 até 2025 e mais adiante de 43% até 2030 (MMA). Para
atingir este objetivo, foi elaborado o programa RenovaBio do Ministério de Minas e
Energia (MME, 2017), cujo objetivo é aumentar a participagdo de biocombustiveis
na matriz energética do pais em até 18% até 2030, estabelecer parametros para

assegurar a previsibilidade do mercado de biocombustiveis nacionais.



Os maiores produtores de etanol no mundo séo os Estados Unidos e o Brasil,
responsaveis no ano de 2018 por respectivamente por 57,66% e 27,44% da
producdo mundial de etanol (Figura 1). Utilizando como matéria-prima milho e cana-
de-acUcar, respectivamente. Outras matérias primas sdo utilizadas também, como

a beterraba acucareira na Europa.
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Figura 1 - Gréfico sobre a produ¢do mundial de etanol no ano 2018. Elaboracéo prépria com dados
da Renewable Fuel Association (https://ethanolrfa.org/statistics/annual-ethanol-production/).

Nestes paises as matérias-primas utilizadas sao respectivamente o milho e
a cana-de-acucar. O principal uso do etanol é como combustivel e no Brasil também
€ utilizado como aditivo da gasolina. Sendo obrigatéria a adicdo de 27% de etanol
anidro na gasolina comum, pela Portaria N° 75 (05/03/2015) do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

No Brasil as especificacbes de qualidade do etanol hidratado (tabela 1) e
anidro sao definidas pela Agéncia Nacional do Petréleo (ANP), a qual regula o
mercado de combustiveis e derivados de petréleo no pais, além de reger as normas

sobre sua qualidade.



Tabela 1 - Especificacdes do etanol hidratado de acordo com a ANP. Adaptado de UDOP.

Caracteristica Unidade

Aspecto Limpido -

Cor Incolor. -

Acidez total, max. (em miligramas de &cido acético) 30 mg/L

Condutividade elétrica, max. 350 uS/m

Massa especifica a 20°C 807,6 a811,0 kg/m3

Teor Alcoolico (°GL) 95,1a96,0 % volume
92,5a93,8 %massa

pH 6,0a8,0 -

Teor de etanol, min. 94,5 % volume

Teor de agua, max. 4,9 % volume

Teor de metanol, max. 1 % volume

Residuo por evaporacao, max. 5 mg/100 mL

Goma Lavada 5 mg/100 mL

Teor de hidrocarbonetos, max. 3 % volume

Teor de cloreto, méx. 1 mg/kg

Teor de sulfato, max. 4 mg/kg

MATERIA-PRIMA

2.1.1. Cana-de-acUcar

A cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.) € uma graminea perene,
constituida de colmo, folha e raizes. Pertence a familia Poaceae e € originaria do
sudeste da Asia e se desenvolve melhor em clima tropical, ndo sendo adaptada a
climas temperados (SANTOS; DIOLA, 2015).

A colheita pode ser realizada mais de uma vez sem a necessidade de novos
plantios e nas usinas do Brasil a colheita ocorre durante um periodo de
aproximadamente 200 dias ao ano (EMBRAPA; REIS et al., 2013). A produtividade
média do cultivo da cana é de 53 ton/hectare e a composi¢ao varia de 10% a 18%
para sacarose e 11% a 16% para quantidade de fibras, sendo o restante de sua
composicao agua (SANTOS; DIOLA, 2015).



O Brasil € o maior produtor de cana-de-acucar do mundo. O cultivo de cana-
de-acucar foi introduzido no periodo colonial, e transformou-se em uma das
principais culturas da economia brasileira. A cana é cultivada principalmente nas
regides Nordeste e Centro-Sul do pais, sendo que a regido centro-sul € responsavel
por 90% da producao nacional.

Na safra brasileira de 2018 produziu-se 620,41 milhdes de toneladas de cana-
de-acucar, uma reducdo de 2% em relacdo ao ano de 2017. Com producédo de
29,039 milhdes de toneladas de acucar e 33,142 bilhdes de litros de etanol.
(CONAB, 2019).

Além da cana-de-acucar, outras fontes de biomassa podem ser utilizadas,
desde que contenham conteudo elevado de acUcares ou fontes de carbono como
a sacarose ou amido. Atualmente as matérias primas mais utilizadas sao: cana-de-
acucar, beterraba, sorgo, milho, mandioca, trigo e centeio. Dentre estas, a cana-
de-acucar possui a vantagem energética em relacéo as outras fontes de carbono
possiveis e com a cana é possivel realizar cogeracao de energia elétrica utilizado
0 bagaco da planta, suprindo assim as necessidades de energia elétrica e térmica
do processo, sendo possivel até mesmo a venda de energia elétrica excedente das
usinas (MANOCHIO et al., 2017).

2.1.2. Mel Invertido

Os acucares da cana-de-acgUcar estao presentes em maior quantidade na forma
de sacarose (C12H22011), um agucar indiretamente fermentescivel, o qual deve ser
hidrolisado em acucares simples para ser processado pelo microrganismo. Apenas
5% dos acUcares presentes no vegetal estdo presentes na forma de glicose e
frutose (EMBRAPA). Neste trabalho foi utilizado mel invertido, ou sacarose
hidrolisada, como substrato para a fermentacdo. A partir da hidrélise da sacarose
tem-se a liberacéo de glicose e frutose para serem consumidas para a producao de
etanol sem a necessidade do microrganismo ter de produzir/secretar enzimas para
realizar esta hidrdlise (SILVA, 2016).

O processo da inversao/hidrolise de sacarose (Equacgéo 1), desdobramento da
molécula de sacarose em glicose e frutose, pode ocorrer em meio acido ou por
meio da enzima Novozymes® Invertase® 1V031040. Este processo é comumente
denominado de inverséo pois ocorre a inversao do desvio da luz polarizada.

Sacarose + H,0 — Glicose + Frutose (2)



No processo industrial ocorre a hidrolise acida da sacarose durante o
processo do tratamento de clarificacdo do caldo, que é realizado em meio acido
com adicdo de sulfatos, os quais diminuem consideravelmente o pH do caldo
(ACORSiI et al., 2013; SILVA, 2016). Nessa pesquisa foi utilizado o mel rico de usina
sucroalcooleira (altamente concentrado em sacarose) ap0s processo de inversao

por enzimas, para aumentar a disponibilidade de glicose para a fermentacao.

2.1.3. Clarificagao do mel

Apbés a extracdo do caldo de cana-de-acUcar estdo presentes algumas
impurezas que podem afetar a fermentacdo, além de causar desgaste e
entupimentos em equipamentos. Dentre os compostos que dao cor ao mel pode
haver aqueles que sdo téxicos, sendo separados nesta etapa ou inativados.
(BOUALLAGUI et al., 2013; SANTOS; DIOLA, 2015; YAMAKAWA et al., 2017).
Estas sdo removidas empregando-se tratamentos fisico, como peneiramento e
filtrac&o para remocéao de areia, bagacilho e outros sélidos em suspensao (LOPES
et al., 2011). E tratamentos quimicos como sulfitacdo e calagem ou floculacéo-
decantacdo com acdo de polimeros, que auxiliam na remocdo de compostos
soluveis e coloidais (YAMAKAWA et al., 2017).

Em indUstrias este processo é feito com a adicao de cal e polimeros no caldo
extraido da cana-de-acUcar, esta adicdo insolubiliza componentes que séo
posteriormente removidos por decantacdo e o lodo formado, constitui
aproximadamente 10% do volume do caldo, é posteriormente filtrado em filtros
rotativos e filtro prensa. O filtrado obtido a partir deste material retorna ao processo
e a torta de filtracdo vai para as lavouras para ser utilizada em adubacéo (GUIDINI,
2013; LOPES et al., 2011).



MICRORGANISMO: SACCHAROMYCES CEREVISIAE

O agente de fermentacéo alcoodlica mais utilizado é a levedura Saccharomyces
cerevisiae (Figura 2), um organismo heterétrofo, que obtém energia a partir da
glicose e possui a capacidade de realizar fermentacéo alcodlica (REIS et al., 2017;
MACHIN et al, 2016).

Figura 2 - Células de Saccharomyces cerevisiae via microscopia eletrbnica. Adaptado de:
ALBERTINI, 2001.

A Saccharomyces cerevisiae € um microrganismo mesofilo, ou seja, esta mais
ativa nas temperaturas de 20 a 40°C. Também apresenta elevada resisténcia a
meios acidos, suportando pH 2,0 (REIS et al., 2017).

Este microrganismo se desenvolve disperso no meio, mas também pode formar
flocos, colbénias rudimentares e pseudo-hifas. Porém, a presenca destas formas
agregadas de células pode ser um sinal de desvios no processo e elas dificultam
0s processos fermentativos devido a diminuicdo de area superficial das células em
contato com o meio de cultivo (REIS et al., 2017).

A formacéo de flocos durante a fermentacédo pode ser preocupante ao tentar
pensar em trabalhar com fermentagéo em regime continuo, pois traria um desafio
para manter as células na dorna. Pois os flocos podem ser arrastados junto a
corrente de retirada de meio ou sedimentarem no fundo do reator. Por outro lado,
também pode ser uma caracteristica positiva, pois existe a possibilidade de
trabalhar com recipientes de fermentacao construidos em colunas, controlando sua

vazao de maneira que a dorna opere como um reator de leito fluidizado, com os



flocos ndo atingindo nivel superior da coluna de maneira a evitar a perda de células
ou recuperando células utilizando decantacdo (SANTOS; DIOLA, 2015).

FERMENTACAO ALCOOLICA

A fermentacdo € um processo metabdlico anaerdbio para obtencdo de energia
a partir de fontes de carbono. Um exemplo é a utilizacdo de hexoses (glicose e
frutose) tendo como principais produtos o etanol e o CO2 (Equagéo 2) também
formando como subprodutos o glicerol, &cido pirtvico, acido succinico e alcoois
superiores. Esta reacdo parece simples, porém na verdade é composta de uma
série de reacBes envolvendo enzimas do agente da fermentacdo (AIBA;
HUMPHREY; MILLIS, 1973; BAILEY; OLLIS, 1985; BORZANI et al., 2001).

CoHy,04 = 2C,HsOH + 2 CO, ()

2.1.4. Descontinuo

Processo descontinuo ou em batelada é realizado carregando-se 0 meio e 0
agente de fermentacao no biorreator, dando assim inicio ao processo, que ocorre
sem adicdo ou retirada de material durante a fermentacédo. Ocorrendo apenas o
descarregamento do reator apds o tempo de reacdo, onde se obtém uma mistura
com os produtos em solucdo. Sua principal vantagem € sua principal caracteristica,
a simplicidade operacional do processo, enquanto sua desvantagem esta atrelada
a isto também, que é o tempo gasto entre as fermentacdes para carga, descarga e
esterilizac&o do reator para reinicio do processo (AIBA; HUMPHREY; MILLIS, 1973;
BAILEY; OLLIS, 1985; SCHMIDELL et al., 2001).

E o processo mais utilizado nas industrias nacionais, com a tecnologia
atualmente disponivel o tempo de fermentacéo foi reduzido para 9 horas. O tempo
de descarga e esterilizacao do reator para reinicio do ciclo depende da capacidade
de processo de cada unidade industrial (SCHMIDELL et al., 2001).

2.1.5. Descontinuo-alimentado
Um processo operando em regime descontinuo-alimentado ocorre ao adicionar
uma corrente liquida, contendo um ou mais nutrientes e aditivos, a um biorreator

operando em regime descontinuo. Esta adicdo de nutrientes durante o curso da



fermentacdo tém o objetivo de estender a fase estacionaria de maior
consumo/producéo do produto desejado mantendo adicdo constante de nutrientes
e mantendo-os em nivel baixo suficiente para minimizar a repressao catabdlica,
pois substrato que possa ser rapidamente metabolizado pode reprimir a expressao
genética de enzimas relacionadas a caminhos metabdlicos alternativos
(CARVALHO & SATO, 2001; SCHMIDELL et al., 2001).

Para operar neste regime deve-se levar em conta que o volume do cultivo pode
ser alterado enquanto durar a adicdo de liquidos ao reator, isto pode levar a
diferentes perfis de concentracdo no meio. Um processo descontinuo-alimentado
bem ajustado pode reduzir drasticamente o tempo de fermentacdo para uma
determinada cultura (BAILEY; OLLIS, 1986; CARVALHO; SATO, 2001,
SCHMIDELL et al., 2001).

2.1.6. Continuo

A principal motivagéo para desenvolvimento de um processo de fermentagéo
em regime continuo € a possibilidade de trabalhar em estado estacionario sob
condicBes Gtimas para a obtencédo de um produto desejado, de maneira a otimizar
0 processo de maneira que 0 microrganismo empregado esteja sempre em sua
maéaxima atividade de producdo. Uma vantagem de se realizar um processo neste
regime € a reducdo do tempo em que o equipamento ficaria inoperante devido a
pausas ou limpezas e consequentemente obtendo uma maior producdo do que
fermentacdes realizadas em regime batelada (AIBA; HUMPHREY; MILLIS, 1973;
COONEY, 1986; SCHMIDELL et al., 2001). Outras possibilidades de uso para
processos fermentativos neste tipo de operacdo sdo o estudo da acdo de
substancias no metabolismo dos microrganismos, a obtencdo de informacfes
sobre o metabolismo e a otimiza¢do de condigdes de operacdo (GREGORI, 1974).

O que caracteriza um processo continuo é o meio de cultura ser constantemente
renovado, assim, a partir da inoculagéo, as condicbes comegam a variar de forma
progressiva (BORZANI et al., 2001). Logo, ao trabalhar com reatores do tipo tanque
agitado deve-se analisar com maior cuidado a taxa de diluicdo, a quantidade de
indculo e a concentracdo que se deseja manter no reator. Pois a caracteristica
principal de reatores do tipo tanque agitado é que a concentracdo do meio é a

mesma de sua saida. Deste modo, se tem na corrente de saida uma quantidade de



células, produto formado e acucares residuais de acordo com o tempo de
residéncia, o qual varia com a taxa de diluicdo empregada no processo.

No entanto, operar um processo em regime continuo requer estudo das
caracteristicas e do metabolismo do microrganismo que sera o agente da
fermentacdo, de maneira que se possa explorar suas rotas metabdlicas com
objetivo de minimizar o crescimento e maximizar a producdo de um metabdlito
especifico. De maneira que € vital conhecer todas as necessidades nutricionais
para se evitar inviabilizar o microrganismo ou inibir a formacgao do produto desejado.

Um dos problemas que afetam a fermentacdo nesse tipo de operacao é a
manutencéo da esterilidade do reator, pois um processo em regime continuo tem
maior sensibilidade a contaminacdo. Pode-se reduzir a formacdo do produto
desejado devido ao consumo do substrato pela cepa contaminante. E importante
prevenir que isto aconteca e também o preparo contra medidas para esta
contaminacgdo ou até mesmo uma paralisacao e reinicio do processo fermentativo
de acordo com o indice da contaminacdo (BORZANI et al., 2001; AIBA;
HUMPHREY; MILLIS, 1973; COONEY, 1979).

Outro problema é a falta de homogeneidade no reator, a qual causa quedas
de rendimento devido a formacdo de zonas mortas no reator. Este problema se
torna mais grave quanto mais espesso e viscoso for o meio e é percebido com
maior intensidade a baixas taxas de diluicdo. Pode ser minimizado com agitacao e
com aeracdo em sistemas que necessitam de O2. Além deste, também podem
ocorrer problemas com a estabilidade, pois pode surgir mutacéo na levedura com
diferentes caracteristicas de modo que as condi¢des de trabalho ndo sejam mais
adequadas e ocorra queda de rendimento ou de viabilidade celular. Em relacéo a
operacao em regime continuo € recomendado evitar trabalhar com taxas de diluicdo
proximas ao ponto de “lavagem” e alteracées na alimentacdo do reator podem
causar instabilidade na concentracdo celular e formacédo de produtos. (AIBA;
HUMPHREY; MILLIS, 1973; SCHMIDELL et al., 2001)

Trabalhar com processos em regime continuo € possivel ao adaptar os
equipamentos disponiveis, ou utilizar equipamentos ja projetados para funcionar
em regime continuo, em escala laboratorial, pode-se utilizar um recipiente com
agitacdo e bombas peristalticas para manter um fluxo de alimentagéo e retirada
continuas, lembrando sempre que é necessario definir a taxa de diluigdo para

definir a vazao de trabalho.



Neste trabalho foi utilizado um sistema simples de um estagio em recipiente
fechado, com retirada de gases de exaustédo por meio de um filtro de ar acoplado a
uma mangueira, controles de temperatura, fluxos constantes de alimentacéo de
meio e retirada de produtos utilizando bombas peristélticas. Similar ao da Figura 3.

Saida de gases

condensador

Y I
\_/ _/
Bombade Bomba de
i alimentagdo retirada
&
Reservatori
o de meio Reservatorio de

esteril efluente do reator

Figura 3 - Esquema de cultura de células em regime continuo de um estagio.

FATORES QUE AFETAM A FERMENTACAO

2.1.7. Nutrientes e meio de cultura

O mosto obtido a partir da cana € um meio rico em aclcares e possui
também alguns nutrientes. Sua composicao varia de acordo com a espécie da
planta, clima e solo. Podendo ser necessario a suplementacdo de nutrientes
secundarios para a manutencdo e crescimento de células. A concentragao
adequada de nutrientes é importante, pois se estiverem faltando ou em excesso
podem prejudicar a fermentacdao (BORZANI et al, 2001; SOUZA; MONTEIRO,
2011).

O microrganismo Saccharomyces cerevisiae utiliza o nitrogénio nas formas
amoniacal (NH} ), amidica (uréia) ou aminica (na forma de aminoéacidos) e é incapaz
de utilizar o nitrato e as proteinas presentes no meio de cultura. O fésforo é
absorvido na forma de ion H;P0, (predominante no pH 4,5); enquanto o enxofre

pode ser assimilado a partir de: sulfato, sulfito ou tiossulfato (MACHIN et al., 2016).



Portanto, é necessario garantir que no meio estejam presentes fontes de
carbono, nitrogénio, fésforo, hidrogénio, enxofre, potassio, magnésio, calcio, zinco,
manganés, cobre, ferro, cobalto, iodo e micronutrientes (BORZANI et al., 2001).

A adicdo de fontes de fésforo e nitrogénio no mosto minimiza a producgéo de
metabdlitos secundarios contaminantes, auxiliando no processo fermentativo pois
a presenca destes afeta negativamente a fermentacdo pela sua toxicidade e
também a qualidade do etanol (SILVA et al, 2006).

Na Tabela 2 estéo dispostos quais compostos foram adicionados ao mosto para
varios trabalhos envolvendo fermentacdo com Saccharomyces cerevisiae e
substrato proveniente do processamento de cana-de-acucar. Em varios trabalhos
é utilizado extrato de levedura na composicao de seu meio. Em relagcédo ao fésforo
e potassio os nutrientes que mais aparecem sendo utilizados, sédo o fosfato de
potassio monobasico (KH2PO4) e o superfosfato triplo. A adicdo de magnésio de
acordo com os estudos de D’Amore (1992) também auxilia na producao de etanol

utilizando Saccharomyces cerevisiae.



14

Tabela 2 - Compilacéo da escolha de nutrientes de varios autores em diferentes trabalhos.

CaClH,0 BXaode o ypipo,  MISO. \aHPO,  (NH2),CO  NHCl (NHW,SOs  NHiHPO,  Peptona  2NSO«7  superfosfato
Autor (o) evedura @y @y MO gn) @) (@) (/L) (L) (L) 0 iplo
(9/lL) (9/L) (9/L) (g/L)
Acorsi, R. L. (2012) 0,4 1
Borzani, W.; Falcone,
M.; Vairo, M. L. R. 0,25 2
(1960)
Bouallagui et al (2013) 10 0,5 0,5 2 5
Bueno, J. V. S. (2018) 45 5 0,5 4,5
De Carvalho, et al.
(1993) 3 2 1 0,5 1 3,5
De Souza, J. L. U;
Monteiro, R. A. (2011) 01 01
Vasconcelos, J. N,
Lopes, C. E.; De 0,5 0,5
Franca, F. P. (2004)
Gregory, R. E. (1974) 0,25 2,4
Najafpour, G. D.
(2017) 1 0,44 0,044
Saha, et al. (2019) 0,2 10 10 0,5 5 10
Silva, F. H. (2016) 0,4 1
Taylor, et al. (1998) 0,06 8,5 0,12 1
Viegas, et al. (2002) 6 1 5 1 5
Yamakawa, et al. 1 5 11 0,005

(2017)
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2.1.8. Concentracao de agucares

As hexoses (glicose, frutose, sacarose, maltose ou galactose) sao reagentes
primarios no metabolismo da fermentacdo alcodlica. Sob as condicbes
fermentativas, a taxa de producéo de etanol pode ser avaliada, sob o ponto de vista
da concentracdo de acglUcar no mosto, pela cladssica equacdo de Monod (AIBA;
HUMPHREY; MILLIS, 1973), Equacéo (3):

B [S]
Ux = Hmax Ko+ [5] 3)

Ux = produtividade especifica de células (g células /(g de células.tempo));
[S] = concentragdo de aglcar no substrato (g/L)

Ks = constante de saturacgéo

Nesta equacéo, o significado fisico de K € que quando S = K no modelo de
Monod, tem-se que a velocidade especifica de crescimento é igual a metade da
velocidade especifica maxima de crescimento (uy = Umar/2). Segundo Schmidel et
al. (2001), no inicio de um cultivo, quando ha uma elevada concentracdo de
substrato, o microrganismo apresenta py proximo de p,,s, € pode permanecer com
este comportamento até que a concentracao de substrato diminua razoavelmente.
De acordo com Moulin et al. (1980) a glicose se torna um composto inibidor da

fermentacao alcodlica quando em altas concentracées.

2.1.9. Temperatura

As leveduras sdo mesodfilas (temperaturas 6timas entre 26°C a 35°C). A
medida que a temperatura aumenta, a velocidade da fermentacdo (reacao)
aumenta, mas isto favorece a contaminagao bacteriana e a sensibilidade da
levedura a toxicidade do etanol e a desnaturacao celular.

Temperaturas elevadas causam maior perda do etanol por evaporacao em
dornas abertas. Na fermentacdo alcodlica deve-se ter em mente o pronto critico
(maior intensidade de producéo), que acontece de 12 a 15 horas ap0s o inicio do
processo e quando se observa o maior calor do meio. As informacdes supracitadas

justificam o controle da temperatura no processo industrial (LIMA et al, 2001).



De acordo com o trabalho de Tan et al. (2015), que estudaram os efeitos da
temperatura em fermentacdo continua utilizando caldo de beterraba como
substrato e a Saccharomyces cerevisiae como microrganismo, observou-se que
para temperaturas acima de 33°C, o numero de células diminuiu. Porém, isto ndo
afetou a concentracao de etanol até temperaturas de 35°C. Em temperaturas acima
disto, observou-se que a concentracdo de etanol diminui junto da viabilidade

celular.

2.1.10. pH

A faixa de valores de pH mais adequada para a fermentacédo alcodlica é de
4 a 5. Nas usinas da regido de Maringa, trabalha-se com pH do mosto entre 4,5 e
5,5. (LIMA et al., 2001). Na etapa de processo de fermentacao industrial ocorre a
recuperacdo das leveduras de uma batelada para serem utilizadas em novas
bateladas, para isso, faz-se tratamento com gotejamento de &cido sulfarico, em um
tanque contendo creme de leveduras centrifugado, até que o pH atinja 2,0 a 3,2.
Este tratamento possui finalidade de controlar a contaminacdo e remocao de
leveduras fragilizadas, pois a Saccharomyces cerevisiae resiste a esses niveis de
pH (MACHIN et al, 2016; LIMA et al., 2001)

Para a etapa de fermentacao em destilarias, o pH acaba sendo corrigido para
a faixa entre 4 e 5 durante o processo, pois o caldo que vém da etapa de tratamento
chega as dornas com pH entre 5 e 7. Fermentac6es conduzidas em meios acidos
(<7) resultam em maiores rendimentos em etanol, ao restringir o crescimento do

fermento, consequentemente menor producéo de glicerol.

2.1.11. Inibidores da fermentacéao

Etanol € um elemento toxico para as leveduras mesmo em pequenas
quantidades (MOULIN et al., 1980), por isso recomenda-se utilizar variedades de
leveduras de alta toler&ncia nos processos industriais. O efeito da inibig&do do etanol
sobre as leveduras é pequeno em baixas concentracdes de etanol (menor que 20
g/L), mas aumenta rapidamente em altas concentracdes. Para concentragdes
maiores que 110 g de etanol/L a atividade das leveduras cessa rapidamente
(BAZUA; WILKIE, 1977). O etanol ataca a membrana plasméatica e as membranas
de varias organelas de microrganismos e leveduras, modificando a permeabilidade

destas de maneira que comecam a ocorrer perdas de cofatores e coenzimas, além



de outros efeitos inibitérios no metabolismo e desnaturacéo de proteina intracelular
(D’AMORE, 1992).

O processo fermentativo pode ser inibido também por outras substancias
que podem estar presentes nos mostos. Como alguns minerais como potassio e
calcio, que apesar de serem nutrientes necessarios para o metabolismo do
microrganismo, em quantidades excessivas resultam em efeitos negativos na
fermentacdo pois pode ocorrer o fendmeno de inibicdo de algumas enzimas e
também alteracdo da pressao osmaotica nas membranas celulares e das organelas
(LIMA et al., 2001).

O uso de uma etapa de sulfitacdo do caldo de cana para a clarificacdo, pode
resultar em melagos com elevados teores de sulfito, elevando a toxicidade do meio
para a levedura comprometendo a fermentagédo, bem como aumentar a acidez do
etanol obtido. Por outro lado, o aumento da acidez do meio auxilia também no

controle de contaminacéao bacteriana (LIMA et al., 2001).

2.1.12. Contaminacéao bacteriana

A maior preocupacdo em processos fermentativos é em relacdo a
contaminagdo. Pois a competicAdo de agente fermentativo com outros
microrganismos indesejados diminui o rendimento de produtos por consequéncia
do consumo do substrato direcionado a formacao de células do microrganismo
contaminante e do consumo oriundo de seu metabolismo. Manter a contaminacao
sob controle faz necesséario um maior rigor nas condi¢cdes de higiene do processo
desde a etapa da colheita da cana-de-aclcar até a etapa de fermentacdo. Para
controle de contaminacdo pode-se utilizar temperaturas, pH, radiacao, filtracao,
rompimento de células por vibracdes, desinfetantes e agentes antibibticos.
(BORZANI et al, 2001).

A contaminacao inicial em processos industriais ocorre durante a etapa de
colheita quando a cana entra em contato com o solo. Esta contaminacg&o ja no inicio
do processo provoca perdas de aglcares que seriam utilizados para producéo de
etanol ao serem consumidos para proliferacao de bactérias. Dos principais agentes
contaminantes presentes no caldo de cana, destacam-se as bactérias dos géneros
Acetobacter, Lactobacillus, Clostridium, Bacilus, Aerobacter, Streptococcus e
Leuconostoc (AMORIM, 1982). Deste modo a matéria-prima nas industrias fica

exposta a proliferagéo de bactérias desde o momento da colheita até 0 momento



em que ocorre o tratamento do caldo, onde etapas de concentracéo e clarificacédo
do caldo auxiliam também no controle de microrganismos, por acdo do pH e
temperaturas elevadas.

Em um processo de laboratério os cuidados que devem ser tomados sao a
esterilizacdo prévia de todos equipamentos, recipientes e ferramentas que serao
utilizadas para conter o meio, as solucbes e de manuseio destes e do
microrganismo. Pois 0s ensaios em regime de fermentacdo continuo sédo bastante
longos, 0 que os torna mais sensiveis a uma contaminacao inicial. Deve-se tomar
bastante cuidado com a assepsia também no momento da retirada de amostras

pelos mesmos motivos supracitados.

CINETICA DE UM PROCESSO FERMENTATIVO

O estudo cinético de um processo fermentativo consiste em analisar a evolucao
dos parametros de concentracdo de seus componentes, normalmente a
concentracdo de células, de substrato e de um produto de interesse, que neste
caso é o etanol. Realizar este tipo de estudo, permite obter dados comparativos
para diferentes condi¢des de cultivo.

De acordo com Schmidel et al. (2001), a concentracdo celular pode mudar ao
longo de uma fermentacéo, portanto convém analisar as velocidades instantaneas
de transformacdo com relacdo a concentracdo celular para cada instante. Tais
velocidades sao denominadas velocidades especificas de crescimento, consumo e

formacdo de produto (Equacdes 4 a 6):

1 dX
=—.— 4
Hx X dt (4)
_1( dS)
Hs =% \Tae (5)
1 dP
HP =X de (6)

Em que:

X = concentracao de células (g/L).

S = concentracdo de substrato (g/L).
P = Concentracdo de produtos (g/L).

t = tempo (horas).



Jx = velocidade especifica de crescimento celular (gesiulas novas.geelulas .h™1).
Ws = velocidade especifica de consumo de substrato (gsubstrato.geélulast.h1).

Mp = velocidade especifica de produgéo de produtos (gprodutos.Jeslutas.h1).

E importante lembrar que em cultivo descontinuo, a velocidade especifica de
crescimento atinge seu maximo durante a fase logaritmica. Nesta condicdo a
velocidade € constante e maxima (uy = Unax) € € possivel obter o tempo de
duplicacéo (td) de acordo com a Equacgéo (7):

_In(2) 0693

(7)

d
Umax Umax

Em que:
ty,= tempo de duplicacéo.
Conceitos de rendimento para processos fermentativos:
Rendimento de crescimento celular (Yxs), que nada mais é do que a
quantidade de células produzidas pela quantidade de substrato consumido em um
determinado intervalo de tempo, Equacéo (8):
X=X, AX |y
N5 T 5 TS TS s

Rendimento de produto baseado na massa de células (Yrix), ou seja, a

(8)

quantidade de produto produzido por grama de células:
P — P, AP
Yo = ¥y = A% = o ©
Rendimento de produto baseado no substrato limitante (Yess), que diz o
guanto de produto foi formado em relacdo ao substrato consumido:
v _P=P_ AP _pp
PIS ™ 5, =S AS ~ ug

YP/S = YX/S YP/X (11)

(10)

Onde:

X = concentracdo de massa de células (g/L).
S = Concentragdo de substrato limitante (g/L).

P = Concentracdo do produto (g/L).

No estudo de processos fermentativos utilizando um substrato limitante para
controlar a atividade do microrganismo pode-se utilizar o modelo proposto por
Monod, 1942 (Equacgéao 3).



Para um reator em regime continuo:
Definicao de taxa de diluicao (D):
D=F/V (12)
Em que:
D = Taxa de diluicdo (h1).
F = Vazéo (L /h)
V =Volume (L)
Segundo Aiba et al., 1973, obtém-se a Equacéo (13) no caso de 1 reator do tipo
tanque agitado em regime continuo. Deste modo a velocidade especifica de

crescimento para o reator fica de acordo com a equacao:
S1

— 13

U1 =D = pmax

Da Equacéo (3) ou (13) tem-se que:
Umax = Velocidade méaxima de crescimento quando o substrato € ilimitado (gcslulas novas.geslulas™*.h).
Ks; = a concentracdo de substrato em que a velocidade especifica de crescimento observada é

metade do valor maximo, constante de saturac@o. Observa-se que, se[S;/(Ks + S; )] for menor do

S1
Ks+51

que a unidade, portanto < 1, a velocidade maxima de crescimento possivel no primeiro

fermentador € sempre menor do que aquela teoricamente possivel, isto € D < 4, ISto s6 ndo é
valido para o fermentador que ndo é perfeitamente misturado, quando ha efeitos de concentragao

no encanamento de saida ou quando se usa reciclo.

Quanto ao estado estacionario para o produto: P, a equacdo que o representa &

dada por:
Y, X
P; = P/XT’ull = YP/X X, (24)
O mesmo acontecendo para o substrato limitante no estado estacionario, que é
dado por:
Yo x
Yp/s Yp/x 1 (15)
S1=5S — Xy =So——=X, =S ——X
1 0 D U141 0 Yo /s 1 0 Yy/s 1
1
Sl = SO —_ _Xl (16)
Yy/s

Considerando o primeiro recipiente individual, se tem a equagéo:



U1K

S=—— a7
Hmax — M1
Que substituida por D = u,; , na equacao anterior, leva a equacao que se segue:
__ DK _ K
o Wmax — D - /'Lrlr;éx -1 (18)

Pela equacao do estado estacionario para o substrato no caso especial que D «
Umax, tE€M-SE:
X = YX/S(SO - 51) (19)

Nota-se pelas equacdes anteriores que o valor de Si, a concentracdo de um
substrato limitante no meio de cultura do recipiente individual, inicia-se de zero e
aumenta na propor¢ao do aumento de D, enquanto D < f,x-

Quando o valor de D se aproxima de p,,4,, 0 valor de S1 aumenta rapidamente.
Para a concentracdo de células X1, para valores baixos de D é aproximadamente
Yx,sSo. Este fendbmeno que ocorre quando os valores de D se aproximam de pi;y,
onde S1-So se aproxima de zero € denominado de “lavagem”, que é quando a taxa
de crescimento ndo consegue mais se manter nesta situacdo. Portanto, é
recomendado evitar operar em condigdes préximas da “lavagem”, pois pequenas

variacdes na taxa de diluicdo podem causar grandes variagdes de S1 e Xa.



3. OBJETIVOS

Estabelecer um estudo do processo fermentativo, em um reator do tipo tanque
agitado, em regime continuo, com baixas vazfes de alimentacdo de mel diluido,
invertido e clarificado de cana-de-acucar, com o microrganismo Saccharomyces
cerevisiae, como agente da fermentag&do. Verificando ainda a possibilidade do
estabelecimento de estado estacionario em reatores de bancada operando com

baixas vazbes de alimentacdo do meio nutriente.



4. MATERIAIS E METODOS

DESCRIQAO DO MEIO DE CULTURA

O meio de cultura utilizado foi uma solucéo preparada a partir do mel rico
final de cana-de-acucar, disponibilizado pela Usina Santa Terezinha — Unidade
Iguatemi, o qual foi coletado na corrente de abastecimento dos tanques do setor de
destilaria da unidade, local onde procede-se a fermentagéo e posterior separacao
do etanol na unidade. Conforme avaliado, a concentracdo de acUcares redutores
totais (ART) do mel era de aproximadamente 600 g/L. Com este mel, foi preparado
uma diluicdo com posterior inversdo enzimatica utilizando a enzima Novozymes®
Invertase® 1V031040, depois clarificado de acordo com a metodologia de
clarificacdo estabelecida por Mendonca (2018) e finalmente diluido até a
concentracdo que era utilizada em cada ensaio.

De acordo com Silva (2016) e Acorsi (2013), o meio preparado a partir do
mel rico de cana-de-acUcar pode ndo ter quantidade de nitrogénio e fosforo
suficiente, o que afeta o metabolismo das leveduras. Portanto, se realizou a
suplementacdo durante o preparo do meio para garantir que o substrato limitante
da fermentacéo fosse somente a concentracédo de ART. O preparo do meio a partir
do mel rico de cana-de-acucar foi feito conforme as etapas a seguir: Diluicéo,

inversao, clarificacédo, suplementacéo de nutrientes e esterilizacao.

MICRORGANISMO
Foi utilizado o microrganismo Saccharomyces cerevisiae na forma de
fermento seco comercial da marca Itaiquara® nos ensaios fermentativos para que

fosse utilizado sempre o0 mesmo lote nos ensaios de fermentacéo.

DILUICAO DO MEL

O mel utilizado, possuia alta concentracdo de ART, apresentando uma alta
viscosidade, retencdo nas paredes do recipiente que o contém, dificultando a
transferéncia precisa em volume. De acordo com Silva (2016), a melhor maneira
de utiliza-lo foi por medidas massicas, com o preparo de suspensdes de
concentracéo de substrato bem definidas.

Porém, nesta abordagem faz-se necessario realizar a conversao de volume
para massa da medida de mel. Para isto Silva (2016) sugeriu a utilizacdo de uma
equacao obtida com base em uma tabela de massas especificas de solu¢des

acucaradas da empresa SUCRANA, assim, se obteve uma equacgao que relaciona



a densidade da solugdo agucarada (psenca0) COM a concentracdo de aglcares

presente em solugao (Cycicares): COM R2 = 0,9999:

g g

Psolucio (Z) =04- CA(;licares (Z) +1001,9 (20)

A partir da massa especifica obtida na Equacao (20), utilizou-se a Equacéo
(21) e calculou-se massa de mel (M,,.;) que foi adicionada na diluicdo para o

volume de mel (V,,,.;) que se desejava preparar:
MMel(g) = Psolucio (g/L) ) Vmel(L) (21)

PREPARO DA SOLUC;AO DA ENZIMA NOVOZYMES® INVERTASE® 1031040

Para proceder a inversdo do mel, deve-se estabelecer uma quantidade de
sacarose que seria invertida, portanto foi necessario estabelecer a massa de mel
que seria invertida e conhecer sua concentracdo, pois utilizou-se apenas a
guantidade de enzima suficiente no preparo da solucdo de enzima Novozymes®
Invertase® IV031040, que foi utilizada imediatamente apds o preparo.

O célculo da quantidade de enzima é proporcional a quantidade de sacarose
maxima presente no mel (Equacao 24), considerando que todo acucar presente
fosse sacarose, na proporcéo de 0,0002 g de enzima Novozymes® Invertase®
V031040 por grama de sacarose, conforme 0 equacionamento a seguir:

MSacaroseMaxMel (g) = CMel(g/L)- Vmel(L) (22)
i t
Mlnvertase (glnvertase) = 0'0002 (M) ' MSacaroseMaxMel(gSacarose) (23)
YIsacarose
Imvertase

Mlnvertase (glnuertase) = 0:0002 ( ) ' CMel(gSacarose/L)- Vmel(L) (24)

Isacarose

Com a massa de enzima definida, procedia-se a pesagem em um béquer de
10 mL, em uma balan¢a analitica de precisdo. Apds a pesagem, transferia-se
guantitativamente esta massa a um baldo volumétrico de 250 mL com auxilio de
uma pisseta com agua destilada. Em seguida agitava-se o baldo até obter-se uma

solucdo homogénea de enzima e completava-se com agua destilada.



INVERSAO DO MEL

Em um béquer ou erlenmeyer, de tamanho adequado para comportar o
volume final da diluicdo, era pesada a massa de mel rico definida pelo calculo da
concentracdo do meio que se desejava preparar (Equagfes 20 a 24). Apds isto,
adicionava-se uma solucdo tampao de acetato (pH 4,5) na concentracdo de 1
mol/L, previamente preparada, em uma quantidade de 5% do volume final da
diluicdo, com auxilio de uma proveta.

Em seguida era adicionada a solugdo contendo a enzima Novozymes®
Invertase® V031040 e completava-se o volume com agua destilada até atingir o
volume total da solucdo que se desejava preparar. Homogeneizava-se a solugéo
com auxilio de um bastao de vidro, recomenda-se posteriormente tampar a solucéo,
que deve ser levada a um banho termostatico a 50°C com agitacdo mecénica por
um periodo de 2 horas (Figura 4), tempo suficiente para que ocorra a inversao de

toda a sacarose presente na solucéo.

Figura 4 - Mel sendo invertido em banho termostatizado a 50°C com agitacdo mecénica.

SUPLEMENTACAO DE NUTRIENTES

Para suprir a falta de alguns nutrientes essenciais no mel, € recomendado
realizar a suplementacdo com adicdo de nitrogénio, fosforo e magnésio. Neste
trabalho foram utilizados o fosfato de potassio dibasico (K2HPO4) e sulfato de



magnésio heptahidratado (MgS0O4.7H20) em concentragdo de 1g/L e ureia
((NH2)2CO) na concentracéo de 0,4 g/L.

Para cada ensaio foram preparadas solucdes destes nutrientes nas
concentracbes de 40 g/L de ureia (NH2)2CO, 100g/L de sulfato de magnésio
heptahidratado (MgSOa4.7H20) e 100 g/L de fosfato de potassio dibasico (K2HPOa4).
Destas solu¢bes foram utilizados volumes para que no meio houvesse 1,0 g/L de
K2HPO4, 1,0 g/L de MgS0O4.7H20 e 0,40 g/L de ureia.

Com o objetivo de minimizar a contaminagao nos ensaios, as solugcbes dos
nutrientes foram preparadas no dia do preparo do meio para serem utilizadas e o
meio esterilizado em autoclave de maneira que ja ficasse pronto para o ensaio

experimental. Assim, evitou-se guardar material por periodos prolongados.

ESTERILIZACAO DOS MATERIAIS

Todas as solucdes preparadas (substrato, nutrientes, tamp&ao), instrumentos
e recipientes utilizados foram previamente esterilizados antes do preparo de cada
ensaio com objetivo de evitar contaminagédo. Para a esterilizacao fez-se uso de
autoclave a 120°C e pressdo manométrica de 1 atm com duracdo minima de 20
minutos. Depois os recipientes contendo as solucdes foram secados em estufa e
armazenados em geladeira até o uso. Os instrumentos e as solu¢des, com excec¢ao
da levedura, foram colocados em um banho de ultravioleta na camara de fluxo

laminar durante 20 a 40 minutos antes da utilizacao.

TESTE DE HOMOGENEIDADE DO REATOR

Segundo metodologia realizada por Gregory (1973), a verificagcdo da
homogeneidade do sistema pode ocorrer colocando-se no fermentador uma
suspensao do microrganismo em agua destilada.

Com o fermentador nas condi¢cdes dos ensaios, inicia-se a alimentacdo da
dorna com agua destilada e periodicamente retirando-se amostras de 10mL da
suspensao existente no fermentador e mede-se a absorbancia em um
espectrofotdbmetro a 610 nm (OLIVO, 1985).

Se o fermentador se comportar como um sistema perfeitamente homogéneo,

a variagado da absorbancia de suspenséo deve se ajustar bem a equacao (25):



D
logA =log A, — mt (25)

Em que:

Ao = Absorbancia no instante zero;

A = Absorbéancia no instante t;

D = vazao especifica de alimentacdo do fermentador.
CLARIFICACAO DO MEL UTILIZANDO POLIMEROS

A clarificacdo ocorreu com polimeros disponibilizados pela empresa GC
Quimica, sendo os polimeros AGP-1009 (cati6nico) e AGP-1000 (anidnico), que
sdo utilizados para tratamento de 4gua e efluentes na remoc¢édo de compostos
organicos, agindo como agentes floculantes. Nessa pesquisa foram realizados
testes com os polimeros citados em combinacédo, isolados e com concentracdes
diferentes para definir como seria realizada a clarificacdo do mel para os ensaios
fermentativos.

Os polimeros disponibilizados se encontram na forma de pequenos cristais.
Para a utilizacao era recomendado preparar suspensfes de cada um, adicionando
lentamente em agua com aquecimento brando para que fosse realizada a
suspensao. De acordo com instrucdes do fornecedor, suspensdes podem ser
preparadas nas concentra¢cdes massicas de 0,2% e 0,1%, respectivamente, para
0s polimeros catidnico e anidnico. Para o preparo da suspenséao dos polimeros fez-
se uso de um agitador magnético por um periodo de 30 a 60 minutos com leve
aguecimento.

Para se obter um parametro de alteracdo na cor/turbidez do mel, foram
realizadas leituras em um espectrofotbmetro Shimadzu UVmini-1240 no
comprimento de onda de 420 nm (MANDRO et al., 2017), comparando amostras
com e sem agédo de polimeros para verificar a efetividade deles.

Ensaios foram realizados em tubos de centrifuga, onde mel e polimero foram
adicionados utilizando pipetas e micropipetas. Apos cada tubo estar com a
guantidade estabelecida de material os tubos foram agitados em um agitador de
solugcdes Phoenix AP56.

Apo6s um periodo de no minimo duas horas em repouso, os tubos foram
centrifugados a 5000 rpm por 10 minutos para precipitacdo dos flocos formados
pelos polimeros. Em seguida, preparou-se diluicdes para a leitura em

espectrofotometro a 420 nm, utilizando como branco agua destilada.



CLARIFICACAO DO MEL

Para utilizacdo de maiores quantidades de melaco clarificado, preparou-se
proximo a data de cada experimento, suspensfes de polimeros na concentracao
recomendada pelo fabricante e em volume adequado ao necessario para cada
ensaio. Era necessario preparar proximo ao periodo em que seria utilizado, dado o
fato que a suspensao de polimeros poderia se degradar com o tempo. Fato este
que foi observado com solugdo armazenada na geladeira, a qual, apresentou sinais
de crescimento de microrganismos com formacao de aglomerados.

Para utilizacdo da suspensao de polimero no mel ja previamente invertido,
primeiramente as suspensfes devem ser esterilizadas em um banho de luz
ultravioleta por no minimo 20 minutos dentro da camara de fluxo laminar.
Posteriormente com auxilio de um bico de Bunsen, evitava-se a contaminacao pelo
ar, na transferéncia de suspensdes de um recipiente para outro contendo melaco.
Apods adicdo da solucdo de polimeros, fechava-se e agitava-se o recipiente,
promovendo nova etapa de esterilizagéo por luz ultravioleta por mais 20 minutos,
pois o recipiente ficaria em repouso por um periodo de algumas horas para
aguardar a formacao de flocos, que posteriormente seriam separados do meio.

A separacdo da fracdo coloidal formada pelos polimeros fez-se de duas
maneiras: 1) Por filtracdo em filtro prensa com duas camadas, com filtros de
celulose e algodao, com filtro terras diatoméaceas. 2) Por meio de centrifugacéo do

meio ainda concentrado.

4.1.1. Filtracdo com filtro prensa

Para utilizacdo do filtro prensa foi necessario primeiramente esterilizar os
filtros, para isto foram colocados em solucdo com acido acético e depois lavados
com agua destilada e secos em estufa.

Foram utilizadas camadas de preé-filtracdo com terras diatomaceas sobre
fibras de celulose em suspensdes obtidas pelo processamento de papel filtro. Para
a formacdo das camadas de pré-filtracdo, foram adicionadas primeiramente as
fibras de celulose em um béquer de 4 litros contendo meio estéril e este foi passado
atraves do filtro até ndo se verificar mais a presenca das fibras em suspenséao no
meio, 0 que significava que todas as fibras teriam sido depositadas nas camadas
do filtro. A mesma operacao foi realizada com terras diatomaceas para depois filtrar

todo o meio preparado, que em seguida foi levado a autoclave para ser esterilizado.



4.1.2. Centrifugacéo

A centrifuga (Figura 6) foi utilizada para separar as células de levedura em
suspensao do vinho para realizacdo das analises de massa celular via
espectrofotometria e também no preparo do meio utilizado nos ensaios
fermentativos com meio clarificado realizando a separacédo dos flocos formados
durante a etapa de clarificacdo com polimeros. Para precipitar o material formado
pela acdo dos polimeros (Figura 5) foram utilizados tubos de 50 mL, de maneira a
se conseguir processar 300 mL de meio por vez, devido a centrifuga ter suporte
para 6 tubos em seu cesto de agitacdo. O sobrenadante foi coletado em um
recipiente dentro da camara de fluxo laminar para manter a esterilidade e o

precipitado (fragéo coloidal) foi descartado.

Figura 5 - Tubo de centrifuga contendo mel invertido a 300 g/L com precipitado formado por a¢do
de polimeros como precipitado.

Para a operacédo da centrifuga observa-se que ao se colocar material neste
equipamento deve-se certificar de que os tubos estdo colocados em arranjo
espelhado e com massas iguais para evitar desbalanceamento do eixo, pois isto
leva a danificar o aparelho e provocar acidentes.
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Figura 6 - Centrifuga do DEQ.

ApOs posicionar os tubos contendo material nos suportes do equipamento,
deve-se fechar a tampa e acionar a chave de liga-desliga da centrifuga e ajustar o
temporizador até a posicdo de 5 minutos. No caso de se observar vibracdo ou
barulho no equipamento, acionar o botéo de parada para abortar.

Apés a separacdo da fracdo coloidal, coletava-se uma amostra do recipiente
contendo o sobrenadante antes de nova esterilizacdo, da qual, foi analisada a
quantidade de acUcares redutores totais via método DNS (item 4.12.5), pois podem
ocorrer alteragdes na concentracdo e perda de aclUcares durante a etapa de
clarificagdo-separacéo.

Apds mensurar a concentracdo, sdo preparadas as diluicbes de meio contendo

0s agucares nas concentracdes utilizadas em cada ensaio.

PREPARO PARA ENSAIOS EM BATELADA

Como havia a possibilidade de os polimeros influenciarem negativamente o
rendimento da fermentacdo devido a de remocdo de nutrientes do mel,
experimentos foram necessarios para verificar esta hipétese. Para as fermentacdes
em batelada realizadas em incubadora agitada com controle de temperatura, ou
“shaker”, preparou-se 900 mL de solucdo de mel invertido com concentragédo de



acucares de 300 g/L para passar por clarificacdo com polimeros, utilizando
diferentes combinacdes destes, para posteriormente ser diluido e utilizado nas
fermentacdes. Como reatores foram utilizados erlenmeyers de 250 mL previamente
esterilizados, e de acordo com as condi¢des de cada ensaio, foram separados em
grupos.

Para cada sequéncia de reatores, estes foram preparados utilizando uma
suspensao concentrada de mel, da qual foi adicionado a quantidade necessaria em
cada recipiente para atingir a concentracao de cada ensaio. Deste modo, preparou-
se cada frasco considerando o volume final da diluicdo de 150 mL ou 165 mL ap0s
adicdo de mel invertido e clarificado concentrado, leveduras em suspenséo,
nutrientes e agua destilada. O mel foi adicionado com auxilio de uma proveta de
250 mL e pipetas de volume variavel para adigcdo dos outros componentes (células
e nutrientes).

Para iniciar as fermentacdes, cada reator foi inoculado individualmente apos
todos materiais, exceto as leveduras, ficarem sob luz ultravioleta por 20 minutos em
uma camara de fluxo laminar. Apés adicdo do meio, nutrientes e levedura, retira-se
a amostra inicial e liga-se um cronébmetro para marcar o inicio da fermentacdo. Em
seguida os reatores eram fechados utilizando rolhas perfuradas acopladas a uma
mangueira para retirada de CO:2 e posicionados na incubadora agitada com controle
de temperatura tal como utilizado por Bueno (2018) (Figuras 7 e 8).

Figura 7 — Diagrama do arranjo dos reatores dentro da incubadora com agitacao.
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Figura 8 - llustragdo com os reatores jA montados na incubadora.

A concentracdo de aclUcares nos ensaios descontinuos foi estabelecida de
acordo com dados de Acorsi (2012), que indicaram maior atividade de crescimento
celular em baixas concentracdes de substrato. Deste modo a investigou-se neste
trabalho o comportamento do microrganismo Saccharomyces cerevisiae em mel
invertido com concentracdes de acUcares de 33, 50 e 70 g/L. A quantidade de
células no inéculo foi de 15 g/L em massa seca de células (50 g/L massa umida),
uma alta concentragcdo para minimizar a velocidade de crescimento celular e
verificar apenas efeito do agente clarificante na producéo de etanol.

Nestes ensaios, amostras foram retiradas (15mL) nos pontos inicial e final da
fermentacao. O ponto final foi estimado de acordo com a duracéo dos experimentos
realizados por Acorsi (2012) e Silva (2016), que realizaram varios experimentos em
regime batelada e diferentes faixas de concentracao inicial de substrato. Destas
amostras foram feitas analises de: pH, concentracédo de células de acordo com o
método desenvolvido por Olivo (1985), concentracdo de etanol por microdestilacao
seguida de cromatografia gasosa e quantidade de acUcares redutores totais pelo

método DNS modificado.



ANALISE DE AMOSTRAS

4.1.3. Retirada de amostras

Retirou-se as amostras de maneira asséptica com auxilio de um bico de
bunsen préximo ao ponto de retirada de amostras do reator para manter uma zona
de esterilidade. Logo apés a retirada das aliquotas de amostra do reator, estas
foram levadas a um banho de gelo por duracdo de no minimo 3 minutos, com a
finalidade de inativar a “reagcao” de fermentacédo devido a queda de temperatura,
que desfavorece o metabolismo das leveduras. Dessa maneira cessando o
consumo de substrato. Passados os 3 minutos, as amostras foram levadas a
centrifuga para separar as células do meio.

e Procedimento de utilizacdo da centrifuga:

As amostras foram separadas em um tubo falcon com outro tubo como
contrapeso, para evitar o desbalanceamento no eixo da centrifuga. Ao colocar os
tubos, sempre tentar coloca-los em arranjo espelhado. Em seguida colocar os tubos
na bandeja da centrifuga, fechar a tampa e liga-la com o temporizador em 5 minutos
e 5000 rpm. Apoés a centrifugacéo, separar o sobrenadante em um recipiente/frasco

estéril e congelar ambos sobrenadante e células para andlise em posterior.

4.1.4. Concentracao de células por espectrofotometria (OLIVO, 1985)

ApoOs a centrifugacdo, verifica-se que o sedimentado da centrifugacéo
(células de levedura) estda com coloracdo escura devido a presenca do mel.
Procedia-se a lavagem do sedimentado por 2 a 3 lavagens com agua destilada,
sendo cada lavagem feita da seguinte maneira: adiciona-se agua destilada até
completar um volume de aproximadamente 10 mL, em seguida se ressuspendia a
amostra, utilizando um agitador do tipo vortex, que novamente era levada a
centrifuga por 5 minutos. Descartando-se o sobrenadante a cada vez com objetivo
de limpar as leveduras para obter uma melhor leitura no espectrofotémetro.

Para proceder com a leitura no espectrofotébmetro preparava-se uma diluigdo
das amostras com objetivo de baixar a concentracdo de células para a faixa de 0,1
a 1 g/L, na qual foi feita uma curva padrao para células que fornece a concentracao
de células de S. cerevisiae a 610 nm em funcdo da absorbancia detectada.



4.1.5. Leiturade pH

As amostras foram lidas no pHmetro disponivel no laboratorio do DEQ logo
apos a retirada das amostras, em seguida foram levadas ao refrigerador/congelador
para andlise posterior de concentracdo de células, concentracdo de substrato
residual, concentracdo de etanol.

Antes de realizar a leitura, recomendava-se ligar o equipamento algumas
horas antes de utiliza-lo e realizar o procedimento de calibracdo. Para realizar a
leitura, colocava-se uma aliquota da amostra suficiente para mergulhar

completamente a ponta do eletrodo de pH.

4.1.6. Concentracao de etanol por cromatografia em fase gasosa

Do sobrenadante da centrifugacdo retirava-se uma aliquota de 10 mL e
realizava-se a destilacdo desta amostra de acordo com o procedimento descrito no
apéndice (B.2) de como utilizar o microdestilador. Ao utilizar 10 mL, coletava-se
este mesmo volume em uma proveta, na saida do condensador do microdestilador.
Em seguida guardava-se a amostra de destilado sob refrigeracdo para
posteriormente analisar no cromatografo a gas.

Realizava-se o procedimento de leitura no cromatografo das amostras com
gas hélio como fase mével, com o procedimento de acordo ao descrito no apéndice
(B.3) para operacdo do cromatografo, utilizando um tempo de residéncia de 3
minutos, 100°C para temperatura do injetor, 120°C na coluna, 150°C no detector e
200°C no filamento. Retirando as amostras do congelador aos poucos para tentar
reduzir possiveis perdas por evapora¢do no caso de existir um namero muito

elevado de amostras.

4.1.7. Concentracao de acucares redutores pelo método DNS modificado
(ZANIN & MORAES, 1987)

Foi utiizado o método DNS para determinacdo de acguUcares redutores
(monossacarideos e dissacarideos), foi proposto por Sumner (1921), que consiste
na redugcdo do acido 3,5 dinitrosalicilico em acido 3-amino-5-nitrosalicilico ao
mesmo tempo em que o grupo aldeido dos agucares redutores é oxidado a um
grupo carboxilico, ocorrendo coloracdo avermelhada intensa, lida em
espectrofotometria em 540 nm.

O procedimento utilizado nessa pesquisa baseia-se em modificagbes: no

preparo do reagente e no comprimento de onda para realizacdo da leitura no



espectrofotometro de 540 nm para 600 nm propostas pelo laboratério Lawrence
Berkeley (Universidade da California) e também com a modificacdo proposta por
Zanin & Moraes (1987) que consiste na diluicio da amostra apds o
desenvolvimento da cor para depois prosseguir-se com a leitura.

Do sobrenadante da centrifugacéo, tem-se que preparar uma diluicdo para
cada amostra, com objetivo de reduzir a concentracdo de aguUcares redutores
presente para chegar a concentracfes na faixa de 0 g/L a 1 g/L de acUcares
redutores, visto que o equipamento foi calibrado com uma curva padrdo em faixa
de concentracéo de acucares redutores adequadas ao método.

ApoOs o preparo da diluicdo, levava-se a um banho de agua fervente por 10
minutos em um tubo de ensaio com rolha perfurada para inativar as reagdes que
pudessem ocorrer. Em seguida as amostras eram resfriadas e adicionava-se 2,5
mL de DNS e 3 mL de 4gua destilada. Agitou-se as amostras em agitador do tipo
vortex e levou-as ao fogo novamente por 10 minutos para que a reacdo do DNS
com o0s acgucares redutores acontecesse, formando um composto corante, de forma
gue quanto maior a concentragdo de ART, mais escurecido se tornava a amostra.
ApOs as etapas de preparo para a leitura, procedia-se a leitura no

espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 600 nm.

4.1.8. Concentracéo de glicose método GOD-PAP

O método colorimétrico para medicao da concentracdo de glicose neste trabalho
foi feito utilizando o reagente enzimatico colorimétrico Laborclin Bioliquid® (GOD-
PAP) lote: 70914053, cujo principio de funcionamento do reagente é tal como
descrito nas Equacdes 25 e 26, sendo a quantidade de substancia corante formada

proporcional a concentracdo de glicose na amostra:

GOD |
Glicose + H,0 + 0, — Ac. gliconico + 2 H,0, (26)

2 H,0, + 4 — aminfenazona + 2,4
POD (27)
—diclorofenol — antipirilcloroquinonimina

As amostras para esta analise sdo preparadas diluindo-as para que a
concentracéo de glicose esteja entre 0,1 g/L e 0,6 g/L. Em seguida transferir 0,1 mL

de amostra (em duplicata) para um tubo de ensaio e adicionar exatamente 2 mL do



reagente GOD-PAP e agitar. ApOs agitacdo as amostras devem ser levadas a um
banho termostatico agitado na temperatura de 37°C por 15 a 20 minutos. Apos as
amostras serem retiradas do banho, adiciona-se 3 mL de agua destilada em cada
tudo de ensaio e agita-se novamente. Em seguida sao realizadas as leituras em

espectrofotdometro no comprimento de onda de 525 nm.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios experimentais deste trabalho ocorreram em 3 fases de experimentos
tais como descritas a seguir:

+ 5.1: Ensaios de clarificacdo para determinar as melhores condicdes de
clarificacdo com os polimeros disponibilizados.

+ 5.2: Ensaios de cultivo descontinuo realizados em “shaker” para verificar
se a clarificacdo afeta a fermentagcdo e, posteriormente, ensaios para o
estudo do metabolismo com a obtencdo de parametros cinéticos.

+ 5.3: Ensaios de fermentac&do em regime continuo realizados no biorreator
New Brunswick™ Bioflo® Ill com as condi¢bes definidas na fase 2 dos

experimentos.

TESTES DE CLARIFICACAO

Ensaios preliminares foram necessarios para encontrar as condi¢des de
clarificagcdo do melaco disponibilizado. Foram realizados de maneira exploratéria
seguindo inicialmente as orientaces de utilizacdo do fornecedor, esses ensaios
foram preparados em tubos de centrifuga contendo 10 mL da solucdo acucarada e
concentracdo de polimeros entre 0,1 a 1,0 ppm. Inicialmente ndo se misturou
polimeros, pois havia a possibilidade de ocorrer interacdo entre eles,
enfraquecendo inicialmente sua capacidade clarificante.

Deste modo, preparou-se uma série de ensaios utilizando quantidades
diferentes de polimeros para pH do mosto sem neutralizagdo e outra série com o
pH neutralizado utilizando solucdo de NaOH com o objetivo de verificar o
comportamento sob pH neutro.

Inicialmente ndo se verificou alteracdo nas leituras nestas concentracoes,
portanto, novos testes foram realizados com concentracdes em uma faixa maior de
concentracdo de polimeros (Tabela 3). Os polimeros foram testados de forma

isolada para verificar seu efeito no o mel ja invertido.



5.1.1. Experimentos realizados em pH 4,95

Tabela 3 - Experimentos em pH natural (4,95) do mel.

. n i . Absorbéancia
Tubo Polimero catiénico (ppm) Polimero anibnico (ppm)

420 nm
branco 0 0,656
1 0,5 0,596
2 5 * 0,798
3 10 0,427
4 15 *0,764
5 25 0,307
6 30 0,433
7 35 0,617
8 40 0,356
9 50 0,523
10 100 0,364
11 0,5 0,656
12 5 0,656
13 10 0,656
14 15 0,656
15 25 0,656
16 30 0,656
17 35 0,656
18 40 0,656
19 50 0,656
20 100 0,656

* = pontos anormais com valor acima do branco.

Na primeira série de ensaios, realizados em pH natural (4,95) da suspensao
de mel invertido a 70 g/L, verificou-se que o polimero catibnico formou precipitado
(Figura 10). Ao observar a diferenca percentual em relacdo ao branco (Figura 9),
verificou-se que ocorreu a maior remocéo de cor na concentracdo de 25 ppm de
polimero catidnico, e que a adicdo de quantidades variaveis de polimero nao

apresentava um comportamento linear, pois em concentracbes diferentes



encontram-se outros valores de maximos e minimos. Também comparando os
valores em relacdo ao branco (Tabela 3), verificou-se que os valores das amostras
dos tubos 2 e 4 estavam com valores acima do branco, assim posteriormente foi

realizado um novo teste destas condicoes.
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Figura 9 - Reducéo percentual (pH 4,95) de coloragdo em relacdo ao branco para 420 nm em

espectrofotometria para o polimero cationico AGP-1009.

Figura 10 - Amostras com polimero catiénico AGP-1009 apds centrifugacdo em pH 4,95, tubos 1 ao
10 + branco.

Verificou-se que ndo houve uma alteracdo substancial com uma posterior
adicdo de polimero anibnico, pois todos os tubos contendo diferentes
concentracdes de polimeros obtiveram caracteristicas visuais semelhantes (Figura

11) e leituras iguais em espectrofotdmetro (Tabela 2). Assim, foi possivel afirmar



gue o polimero aniénico disponibilizado foi incapaz de gerar flocos no meio em pH
4,95.
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Figura 11 - Amostras com polimero anidnico AGP-1000 apos centrifugacdo em pH 4,95, tubos 11
ao 20 + branco.

5.1.2. Repeticdo dos ensaios em pH 4,95 para polimero catidnico

Como foram observados que os valores dos tubos 2 e 4 na Tabela 3
apresentaram aumento na absorbancia em relacdo ao branco, foram refeitos os
ensaios para apenas o polimero catiénico (Tabela 4), pois o polimero aniénico ndo
apresentou atividade aparente (Figura 11). Com 0s novos testes, observou-se uma
média de reducao de cor na ordem de 17% (Figura 12). Pode-se observar também
qgue os maiores valores de remocéo de cor foram para 25 e 40 ppm na primeira
sequéncia e em um segundo teste nas concentracfes de 25, 40 e 50 ppm. Com
remocao de 22,38%, 23,85% e 21,75% respectivamente.



Tabela 4 - Repeticdo dos ensaios em pH 4,95 para polimeros catidnicos.

Tubo Polimero catiénico (ppm) Absorbancia 420 nm

branco 0 0,478
1 0,5 0,414
2 5 0,424
3 10 0,398
4 15 0,422
5 25 0,371
6 30 0,378
7 35 0,400
8 40 0,364
9 50 0,374

10 100 0,388
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Figura 12 - Reducdo percentual (pH 4,95) de coloracdo em relagdo ao branco para 420nm em

espectrofotometria com polimero catidnico.

5.1.3. Testes dos polimeros em pH neutro

A segunda série de ensaios dos polimeros foi realizada em pH 7,
neutralizado com solucdo de NaOH a 1 N antes da adicdo dos polimeros, para
verificar se a alteracao no pH poderia melhorar a atividade floculante dos polimeros,
os testes foram realizados nas mesmas concentracfes da série anterior. Com 0s

resultados e as concentracdes destacados na Tabela 5.



Tabela 5 - Ensaios em pH 7 do mel.

. - . . Absorbancia
Tubo Polimero catidnico (ppm) Polimero aniénico (ppm)

420 nm
branco 0 0,376
1 0,5 0,339
2 5 0,354
3 10 0,354
4 15 0,348
5 25 0,338
6 30 0,348
7 35 0,344
8 40 0,336
9 50 0,336
10 100 0,315
11 0,5 0,349
12 5 0,351
13 10 0,353
14 15 0,347
15 25 0,344
16 30 0,344
17 35 0,344
18 40 0,339
19 50 0,330
20 100 0,339

Observou-se que ambos os polimeros formaram precipitados (Figuras 15 e
16) sugerindo que ambos tiveram efeitos de formacao de flocos em pH neutro. A
partir dos resultados obtidos para remocgao de cor nos ensaios realizados em pH 7,
verificou-se que o polimero catidnico obteve eficiéncia de remocao de cor em média
de 9% (figura 13), sendo os melhores valores obtidos nos tubos 1 (0,5 ppm), 5 (25
ppm), 8 (40 ppm), 9 (50 ppm) e 10 (100 ppm). Para o polimero aniénico (Figura 14)
houve uma distribuicdo mais uniforme na remocéo de cor, com média de 8,5% e

méaximo em 40 ppm com 10% de remoc¢ao de cor.
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Figura 13 - Reducdo percentual (pH 7) de coloracdo em relagdo ao branco para 420nm em

espectrofotometria com polimero catibnico.
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Figura 14 - Reducdo percentual (pH 7) de coloracdo em relagdo ao branco para 420nm em

espectrofotometria com polimero aniénico.
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Figura 15 - Amostras com polimero catiénico AGP-1009 apés centrifugacdo em pH 7, tubos 1 ao 10

+ branco.

Figura 16 - Amostras com polimero aniénico AGP-1000 apés centrifugagdo em pH 7, tubos 11 ao

20 + branco.

5.1.4. Ensaios em pH 7 com adi¢cdo cruzada de polimeros em tubos
selecionados da segunda série.

Como houve acédo de reducdo na medida de absorbéancia para os dois
polimeros separadamente, foram realizados novos testes a partir dos melhores
valores obtidos anteriormente para verificar se ocorreria melhora na clarificacdo ao
se utilizar ambos polimeros.

Para isto, nesse ensaio foram utilizados os dados da Tabela 6. Assim, com
adicdo de 25 ppm de polimero catiénico, que foi o melhor resultado obtido este

polimero isoladamente, nos valores das amostras de 11 a 19, os quais continham



apenas polimero aniénico. De modo a verificar se a acdo combinada dos polimeros
era melhor.

Adicionando-se 5 ppm de polimero aniénico para os valores de concentragdo
nos tubos 5, 8, 9 e 10 e adicdo de 25 ppm de polimero catiénico para os valores do
11 ao 19. No tubo 18 foi adicionado invés de polimero catibnico, uma pequena
guantidade de cascas de crustaceos moidas para observar se seria possivel utilizar
este material para clarificacdo, adsorvendo compostos coloridos. Porém neste nédo

se observou efeito de melhora na cor em relacéo ao valor medido anteriormente.

Tabela 6 - Ensaios em pH 7 com adicéo posterior de polimeros de forma cruzada.

Tubo Polimero Polimero Absorbéanciat Absorbancia?
catiénico (ppm) anibénico (ppm) 420 nm 420 nm
branco 0,376 0,379
5 25 5 0,338 0,314
8 40 5 0,336 0,311
9 50 5 0,336 0,297
10 100 5 0,315 0,293
11 25 0,5 0,349 0,324
12 25 5 0,351 0,320
13 25 10 0,353 0,330
14 25 15 0,347 0,286
15 25 25 0,344 0,291
16 25 30 0,344 0,287
17 25 35 0,344 0,298
18 40 0,339 0,339
19 25 50 0,330 0,305

1 = absorbancia antes de adicdo de novos polimeros; 2 = absorbancia apés adicdo de mais

polimeros.

Com os resultados (Figura 17), observou-se que a adi¢cdo cruzada de
polimeros resultou em um aumento de 7,95% de remoc¢ao da cor para os tubos que
inicialmente continham apenas polimero catiénico (5, 8 ,9 e 10). E um aumento
meédio de 11,31% de remocao de cor para os tubos que continham apenas polimero
aniénico. Os melhores resultados para a combinacéo de polimeros foram bastante

préximos (entre 18 e 24%) nos tubos 9, 10, 14, 15, 16, 17. Porém ndo houve uma



melhora significativa comparado a utilizacdo de polimeros catibnicos sem
neutralizacdo do pH, onde foi possivel chegar a 22,38% com 25 ppm e 23,85% 40

ppm de polimeros catiénicos.
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Figura 17 - Reducdo percentual (pH 7) de coloracdo em relagdo ao branco para 420nm em
espectrofotometria com polimero anidnico e catibnico combinados.

Para os ensaios fermentativos subsequentes nessa pesquisa, foram
utilizados 25 ppm de polimero catidénico na etapa de clarificacdo, pois a mudanca
para 40 ppm n&o apresentou alteragdes significativas, pois com concentracdo de
polimeros 60% superior obteve-se apenas um aumento de 1,5% na remocéao de cor
do mel. Desse modo, nao foi interessante a utilizacdo de uma quantidade maior de
polimeros pois também haveria a possibilidade do polimero continuar em solucao
e precipitar os nutrientes que serdo adicionados no meio para fermentacgéo.

FERMENTACOES EM REGIME DESCONTINUO

Foram realizadas duas etapas de fermentacdes em regime batelada, uma
primeira que consistiu em realizar a fermentacdo em regime batelada para avaliar
se a clarificacdo poderia ter afetado o rendimento final fermentativo de alguma
maneira, coletando-se apenas amostras nos pontos iniciais e finais.

Uma segunda etapa de experimentos em regime batelada foi executada com a
finalidade de obtencédo de dados de velocidade especifica de consumo de substrato
e producéao de células e do produto de interesse (etanol). Para isto, a combinacao
de polimeros que se sobressaiu nos resultados dos testes de clarificacdo foi

definida para o preparo dos meios clarificados. Sendo realizadas fermentagbes com



concentracéo inicial de substratos a 50, 100, 150 e 200 g/L. Os diferentes ensaios
forneceram dados sobre as velocidades de producédo de etanol e de células em
funcéo das diferentes concentragdes iniciais de substrato limitante, a fonte de
carbono. Com isso, pode-se escolher, com base nos dados destas fermentagdes,
a concentracdo a ser mantida durante os ensaios fermentativos em regime
continuo. A temperatura definida para os ensaios fermentativos foi de 32°C e o pH

ficou livre para alteracdo durante o percurso de cada experimento.

5.1.5. Ensaios exploratorio de polimeros em fermentacdo descontinua

Para averiguar se o processo de clarificacdo utilizando os polimeros AGP-1009
(catibnico) e AGP-1000 (anidnico), disponibilizados pela GC Quimica, afetavam o
rendimento fermentativo de maneira negativa foram realizados ensaios em regime
batelada, utilizando a incubadora refrigerada com agitacdo Tecnal TE-422. Foram
realizadas trés séries de testes, respectivamente com concentracdo inicial de
substrato de 33 g/L, 50 g/L e 70 g/L, agitagao em 180 rpm.

O microrganismo utilizado foi a Saccharomyces cerevisiae disponivel na forma
de fermento bioldgico fresco Itaiquara® com quantidade inicial de in6culo de 50 g/L
de massa Umida celular. Como reatores foram utilizados erlenmeyers de 250 mL
arrolhados com uma mangueira para saida de gas carbdnico proveniente da
fermentacdo com uma das extremidades submersa em agua para evitar entrada de
ar, conforme mostra a Figura (8).

As quantidades de polimero a serem adicionadas nos reatores foram
combinacdes de 25 ppm de polimero catiénico e 15 ppm de polimero anidnico
(Tabelas 7,8 e 9), para experimentos com e sem neutralizacdo de pH e com os
nutrientes que foram adicionados. As concentragdes iniciais de substrato foram
definidas para ficarem proximas de uma regido de maxima atividade das leveduras,
que é de 50 g/L aproximadamente, a qual foi definida utilizando os dados de
fermentacdes obtidos por Acorsi (2013).

Para esses ensaios 0 mel foi preparado em um Unico recipiente para garantir
que todos os reatores tivessem a mesma concentracao inicial de substrato. O
mesmo foi feito para o microrganismo, foi preparada uma suspensao do fermento
Itaiqguara® com concentracdo de células em massa Umida de 275 g/L, desta foram

utilizados 30 mL em cada reator para que todos tivessem a mesma concentragao



inicial de células. Apés a inoculacdo dos reatores iniciou-se a contagem do tempo

no momento da retirada da amostra inicial.

Tabela 7 - Condic¢es iniciais ensaio batelada a 33 g/L de substrato.

reator So Xo Umido  Pol. Cat. Pol. Ani. oH Uréia KH2PO4
(g/L) (g/L) (ppm) (ppm) (g/L) (g/L)

1 33 50 25 0 4,95 0,4 1

1 33 50 25 0 495 04 1

2 33 50 25 15 700 04 1

2' 33 50 25 15 7,00 0,4 1

3 33 50 0 15 700 04 1

3 33 50 0 15 7,00 0,4 1
branco 33 50 0 0 495 04 1

Tabela 8 - Condig¢des iniciais ensaio batelada a 50g/L de substrato.

reator So Xo Umido Pol. Cat. Pol. Ani. oH Uréia KH2POs4
(g/L) (9/L) (ppm) (ppm) (9/L) (9/L)

4 50 50 25 0 495 04 1

4' 50 50 25 0 495 04 1

5 50 50 25 15 700 04 1

5' 50 50 25 15 7,00 04 1

6 50 50 0 15 700 04 1

6' 50 50 0 15 7,00 04 1
branco 50 50 0 0 495 04 1

Tabela 9 - Condig¢6es iniciais ensaio batelada a 70g/L de substrato.

reator So Xo Umido Pol. Cat. Pol. Ani. oH Uréia KH2POa4
(9/L) (9/L) (ppm) (ppm) (9/L) (9/L)

7 70 50 25 0 4,95 0,4 1

7' 70 50 25 0 4,95 0,4 1

8 70 50 25 15 7,00 0,4 1

8' 70 50 25 15 7,00 0,4 1

9 70 50 0 15 7,00 0,4 1

9' 70 50 0 15 7,00 0,4 1
branco 70 50 0 0 4,95 0,4 1




5.1.6. Ensaios exploratorio de polimeros em fermentagcéo descontinua com

So=33¢g/L

Este primeiro ensaio fermentativo em regime batelada, foi realizado na
concentracdo inicial de 33 g/L de substrato e 50 g/L de massa Umida celular.
Verificou-se que a concentracao inicial de células néo foi uniforme nas leituras nos
reatores (Tabela 10) apesar de terem sido inoculados com a mesma suspensao e
em quantidades iguais para todos os reatores. Verificaram-se variagdes na
concentracéo celular em relagcdo aos pontos iniciais e finais dos reatores (Tabela
10), era esperado que se mantivessem constantes devido ao curto tempo de
fermentacao e a utilizacdo de elevadas concentracdes de fermento. O que sinaliza
que ocorreram problemas ao realizar a leitura de células que foram corrigidos em
ensaios posteriores.

Quanto ao substrato, percebeu-se que todos os reatores ndo estavam com
a quantidade inicial estipulada, apresentaram em média 20% de desvio para menos
em todos 0s ensaios, menos para 0 ensaio em branco (ensaio sem adicao de
polimeros realizado posteriormente). E nas amostras finais para ART detectou-se
uma média de aclcares residuais de 23,05%, 10,2% e 18,94% dos acucares
iniciais, respectivamente, nos ensaios dos reatores 1, 2 e 3 e com as suas
respectivas duplicatas. Comparando-se estes resultados dos reatores 1, 2 e 3 com
0 ensaio em branco, que em sua amostra final de ART estava com 30,79% dos
acucares iniciais, indicou a possibilidade dos ensaios terem sofrido inibicdo devido
a presenca de compostos toxicos ao microrganismo dentre aqueles que sao
removidos no processo de clarificacdo (BOUALLAGUI et al., 2013; YAMAKAWA et
al., 2017). A utilizacdo de polimeros no meio afetou os efeitos de inibicdo de
producédo alcoodlica e consumo de substrato em diferentes propor¢des (Tabela 10),
com os reatores 2 e 2’ apresentando melhor resultado de consumo dos agucares
no mesmo tempo. Os acucares remanescentes ao final da fermentacdo eram
compostos na maior parte de frutose, pois as leituras de glicose realizadas pelo
método GOD-PAP sem dilui¢édo (1:1), resultaram em valores proximos de zero para
todas as amostras finais.

Em relacdo ao rendimento do produto desejado (etanol) os dados obtidos
para Ypis mostraram o valor de 0,253 Qproduto/gsubstrato NO €nsaio em branco, nos
reatores utilizando somente o polimero catibnico a meédia foi de 0,391

Oproduto/Qsubstrato NOS reatores 1 e 1°. Para a combinacgao dos dois polimeros e mosto



com pH inicial neutro, obteve-se os valores de Yp/s dos reatores 2 e 2’ a média de

0,419 gproduto/gsubstrato. E NO Uso de apenas o polimero aniénico (reatores 3 e 3),

também com meio de pH inicial neutro, a média de Ypss foi igual a 0,474

Oproduto/Qsubstrato. DeSte modo 0s resultados obtidos com substrato inicial de 33 g/L

de acucares mostraram que a utilizacdo de polimeros como agente clarificante fez

com que aumentasse o rendimento de etanol obtido por unidade de substrato

consumida, sendo que o0s reatores com polimero aniénico neste caso foi 21%

superior ao uso de polimero catiénico e 13% superior ao uso dos polimeros em

combinacéo.

Tabela 10 - Resultados de massa celular, ART, glicose e etanol para concentracéo inicial de 33 g/L

ART.
. X ART Glicose P v Yris Yeix
R amostra PIS PIX
eator QL) (L) (L)  (glL) (worico (eorico
0 43,44 26,97 12,82 0,29
1 : 0,382 0,310 0,333 0,199
final 29,89 0,92 0,10 10,23
0 46,01 26,38 13,95 0,27
1' 0,400 0,306 0,234 0,173
final 36,90 4,79 0,50 8,90
0 51,15 27,07 13,07 1,43
2 : 0,388 0,317 0,168 0,204
final 60,50 0,84 0,09 11,61
0 42,50 25,53 13,22 0,35
2' : 0,449 0,346 0,178 0,225
final 63,30 0,49 0,10 11,59
0 29,18 28,10 13,53 0,20
3 0,443 0,372 0,230 0,228
final 49 51 2,41 0,17 11,59
0 52,79 25,39 12,97 0,15
3' 0,505 0,382 0,234 0,240
final 51,38 1,59 0,11 12,16
0 72,60 36,75 0,00
branco 0,253 0,297 0,108 0,129
final 59,45 11,32 6,44




5.1.7. Ensaios exploratorios de polimeros em fermentacdo descontinua com

So=50g/L

Nestes ensaios foram utilizadas as condigBes elencadas no inicio desta
secado (Tabela 8) com concentragao inicial de 50 g/L de substrato. Dos resultados
obtidos (Tabela 11), tem-se que a concentracdo celular inicial e final para os
reatores foi mais proximo do esperado, quase sem crescimento celular ou com
pouco crescimento.

As concentragdes iniciais de acucares redutores totais (Tabela 11) estavam
de acordo com o esperado e observou-se que a glicose representa em média 29%
destes acUcares iniciais para este ensaio, comparando-se com 0 ensaio anterior
que resultou em quase 50% na proporcdo de glicose para agucares totais, obteve-
se um valor mais préximo do esperado, que seria em torno de 40 a 45%. Esta
guantidade de glicose no melaco estava de acordo com o detectado por Acorsi
(2013) e Silva (2016). Ao término deste ensaio, 0s acucares residuais apresentaram
a proporcao de 20,05%, 17,64% e 21,67% para os reatores 4, 5 e 6
respectivamente, considerando a meédia com os valores obtidos por suas
duplicatas. No ensaio em branco o residual de aclUcares redutores totais foi de
35,78% do que havia presente no inicio da fermentacdo. Notou-se que os aglcares
nao foram totalmente consumidos e que na amostra final, os resultados para glicose
foram menores do que 0,50 g/L (diluicao 1:1), o que sugeriu que 0s acgucares
remanescentes ao final da fermentacdo eram majoritariamente constituidos de
frutose.

Considerando a quantidade de aclUcares consumidos em relacdo a
quantidade de etanol obtido, obteve-se um valor médio de Ypss para os reatores 4
e 4’ de 0,445 gproduto/gsubstrato. Para os reatores 5 e 5’ o valor de Ypss foi de 0,426
Oproduto/gsubstrato € finalmente, para os reatores 6 e 6’ o valor médio foi de 0,300
Oproduto/Qsubstrato. A partir desses dados observou-se que o uso de polimeros
catidnicos (reatores 4 e 4’) forneceu a maior quantidade de produto desejado por
unidade de substrato consumido com concentracao inicial de 50 g/L de substrato.
Em segundo lugar de desempenho foram os reatores com polimeros em uso
combinado (6 e 6’) e os que obtiveram desempenho pior foram os que utilizaram
polimeros anidnicos (reatores 5 e 5’). Porém, todos mostraram resultados
superiores ao branco (fermentagcéo sem uso de polimeros) que forneceu para Ypss

um valor de 0,246.



Tabela 11 - Massa celular, ART, glicose e etanol para concentracao inicial de 50 g/L ART.

. X ART Glicose P v Yris v Yeix
amosira P/S P/X
Reator QL) (@@L (@@L (@) teorico teorico
0 56,54 51,29 16,48 0,88
4 : 0,420 0,431 0,316 0,402
final 63,53 3,45 0,12 20,96
0 61,40 47,76 16,48 0,15
4 0,470 0,448 0,326 0,443
final 67,92 0,66 0,13 22,27
0 61,58 48,49 13,79 0,31
5 0,371 0,359 0,274 0,345
final 62,97 1,99 0,11 17,56
0 59,87 51,08 13,99 0,42
5 : 0,481 0,494 0,290 0,390
final 67,27 10,61 0,11 19,89
0 67,37 56,17 14,94 0,49
6 0,277 0,322 0,181 0,245
final 67,69 11,96 0,14 12,74
0 60,29 51,91 13,22 0,25
6' 0,302 0,314 0,235 0,301
final 64,04 2,10 0,14 15,28
0 59,22 48,17 0,00
branco i 0,246 0,234 0,124 0,176
final 71,07 12,38 8,82

5.1.8. Ensaios exploratérios de polimeros em fermentagdo descontinua com

So=70g/L.

A terceira sequéncia de ensaios em batelada foi realizada de acordo com as
condi¢cdes elencadas no inicio desta secdo (Tabela 9). Nestes ensaios 0s
resultados obtidos para concentracdo de massa celular (Tabela 12) no reator 7
acusaram reducdo na concentracdo, enquanto nos demais reatores e em sua
duplicata, o reator 7’, forneceram aumento nas concentragbes de células. Era
esperado que ndo ocorresse aumento na concentragdo ou que houvesse pouco
aumento nesses reatores, devido a grande quantidade inicial de células utilizadas
na inoculacdo. A amostra final do reator 9 est4 ausente, pois perdeu-se a amostra
durante centrifugacdo com um tubo de centrifuga danificado, assim este ponto para
células foi descartado.

Os resultados de acucares redutores totais iniciais em comparagdo com a
glicose forneceram a proporcéo de 25,24% de glicose presente neste mel. Isto pode
ser um indicativo de que houve desvios nas medidas de acucares ART pelo método

DNS, provavelmente devido ao manuseio durante as diluicbes. Levando em



consideracao que o substrato inicial para os reatores deveria ser de 70 g/L, obteve-
se um desvio de 22,08% ao considerar a média para todos os reatores. Os reatores
com apenas polimero catibnico neste caso foram os que tiveram mais agucar
residual ao final da fermentagdo, com 19,61% do que havia inicialmente. Os
reatores com a mistura dos dois polimeros ficaram em segundo lugar com maior
guantidade de acucares residuais, com 15,68% e o que houve maior consumo dos
acucares foram os reatores que continham polimero aniénico, restando 11,21%.

Na obtenc¢éo do produto desejado, o etanol, as quantidades obtidas em todos
oS reatores, exceto o ensaio em branco, foram similares todos com resultados
préximos de 20 g/L e o branco com 13,62 g/L. Deste modo, é possivel afirmar que
0s polimeros auxiliaram de alguma maneira na obtencdo de uma maior conversao
dos acucares em etanol nestes ensaios. A variavel Yps nestes ensaios ficou
préxima considerando-se a média dos reatores junto de suas respectivas
duplicatas, seguindo com valores de 0,278 Qproduto/gsubstrato para os reatores 7 e 7,
nos reatores 8 e 8’: 0,276 gproduto/Jsubstrato € 0,304 Qproduto/Jsubstrato para 0s reatores 9
e9.

Tabela 12 - Massa celular, ART, glicose e etanol para concentracéo inicial de 70 g/L ART.

reatoy AMOStra X ART Glicose P Yor Yeis Yon Ypix
(9/L) (g/L) (g/lL) (9/L) teorico teorico
0 47,84 86,17 22,85 0,16 0,259 0,355 0,460 0,398
final 43,17 18,79 0,21 20,03

0 52,79 92,40 24,24 0,00 0,253 0,337 0,299 0,396

! final 66,21 16,09 0,20 19,80
0 55,94 89,18 2256 0,00 0,264 0,336 0,322 0,433

° final 67,27 10,38 0,20 21,65
. 0 60,38 89,60 23,51 0,00 0,267 0,341 0,320 0,445

® final 69,68 9,66 0,20 22,26
0 51,26 71,12 1989 0,00 0,356 0,357 0,433 0,444

° final 12,67 0,22 22,18
o 0 47,10 99,57 19,10 0,00 0,222 0,322 0,290 0,396

final 68,25 13,50 0,22 19,78
branco 0 70,28 70,19 0,00 0,279 0,265 0,191 0,272

final 71,21 23,36 13,62




Como foram detectados desvios nos valores lidos de absorbancia, e por
consequéncia nos resultados, as cubetas utilizadas para leitura no
espectrofotometro foram substituidas nos proximos ensaios presentes nessa
dissertacdo com objetivo de obter resultados mais consistentes.

Foram calculados os rendimentos teoricos Ypis € Ypix utilizando os valores que
haviam sido planejados para o preparo de cada ensaio (So= 33; 50; 70 g/L e Xo=
X =50 ¢g/L) nas Tabelas 10, 11 e 12.

Considerando-se os rendimentos alcancados pelas diferentes combinacdes de
polimeros, no ensaio na concentracdo mais baixa (33 g/L), o polimero aniénico com
mel de pH 7 inicial apresentou melhor desempenho alcodlico, considerando o
rendimento de etanol por substrato, enquanto em valores finais de produto
observou-se que neste caso o polimero catibnico teve em média 2 g/L a menos do
gue os outros dois casos estudados.

Ja ao analisar o ensaio realizado com So =50 g/L a situagéo se inverteu com o
polimero catiénico tendo desempenho razoavelmente superior, com 40% a mais
em Yps € 35% em Yp/x em relacdo ao polimero catibnico. Comparando com a
combinacéo dos dois, 0 esperado era um resultado melhor, porém o uso dos dois
polimeros para 50 g/L teve desempenho 15% menor para Yris € 12% menor para
Yrix. Ainda nos ensaios realizados nesta concentracdo os valores de etanol
alcancados pelo polimero catibénico também foram superiores (diferenca de 2,89
g/L e 7,61 g/L).

Apesar do ensaio realizado a 70 g/L apresentar algumas inconsisténcias em
relacdo as medidas de substrato, ainda foi Util para analise qualitativa da a¢éo dos
polimeros sobre a fermentacdo alcodlica. Na sequéncia de resultados fornecidos
pela Tabela 12, a quantidade de etanol média obtida pela acédo dos polimeros foi
de respectivamente 19,91 g/L, 20,98 g/L e 21,96 g/L para os polimeros catidnico,
aniénico e combinados.

Os rendimentos de Ypss obtidos com a utilizacédo de polimero anidnico (reatores
9 e 9’) com a concentragao inicial de substrato de 70 g/L foram melhores do que
para os outros polimeros devido aos resultados para agucares redutores iniciais
nestes ensaios (Tabela 12) estarem mais proximos do valor planejado de 70 g/L
(Tabela 9), enquanto os outros reatores (7, 7°, 8 e 8’) obtiveram valores maiores na

leitura inicial de substrato, isto fez com que no calculo do rendimento Yess



conduziram a valores menores devido a uma diferenca maior no consumo de
substrato da amostra inicial para a final.

Ao se considerar que todos os reatores estavam com a mesma concentragdo
inicial de substrato, pois foram preparados a partir da mesma solucdo de mel e com
a mesma metodologia e utilizadas quantidades idénticas de substrato, os reatores
neste caso se comportaram similarmente. Onde a maior diferenca ocorreu nos
experimentos realizados com So= 70 g/L nas leituras de ART residual, onde houve
detecgdo de mais agucares com o polimero catidénico (reatores 7 e 7°) nas amostras
finais em relagdo aos outros reatores (8, 8,9 e 9').

A partir dos resultados destes ensaios determinou-se que a utilizacdo de
polimeros catibnicos sem neutralizagdo do melaco na concentragéo de 25 ppm para
cada 70 g/L de ART foi mais vantajosa pois considerando também o objetivo de
clarificacdo do mel, este foi o que apresentou os melhores resultados em geral,
excluindo o caso de uso combinado de polimeros. Nos ensaios fermentativos a
presenca do polimero catibnico mostrou-se capaz de melhorar o rendimento em
relacdo ao ensaio em branco e obteve bons resultados nas concentragdes maiores
de substrato, sendo apenas menos efetivo na concentracdo mais baixa de
substrato. A escolha do polimero catibnico como agente clarificante também traz a
vantagem de dispensar a necessidade de prévia neutralizacdo do mel, o que

encareceria um processo industrial com o uso de mais insumos.

5.1.9. Fermentacdes em regime descontinuo para estudo de velocidades
especificas

Com a definicdo do uso de polimeros catidbnicos como agente clarificante,
dispensando o uso de outras solucbes para a neutralizagdo do mel, foram
realizados experimentos em diferentes concentracdes iniciais de substrato (50,
100, 150 e 200 g/L), destes sendo coletados amostras em 7 pontos, de maneira a
possibilitar a obtencdo de curvas de velocidade de consumo de substrato, de
producdo de células e de etanol. O microrganismo utilizado também foi a
Saccharomyces cerevisiae comercializada como fermento seco da marca
Itaiquara®, na concentracdo de 1 g/L em massa seca (3 g/L massa Umida) nos
reatores.

Os ensaios nesta secdo foram realizados em uma incubadora rotativa com

controle de temperatura, mantendo-se a temperatura em 32°C, agitacdo em 180



rpm e sem o controle de pH. Os reatores foram erlenmeyers de 250 mL, contendo
inicialmente 150 mL de meio em cada, exceto no reator de numero 1, que
inicialmente foi preparado com 165 mL, pois deste foram retiradas duas amostras,
cada amostra sendo 15 mL coletadas com auxilio de uma pipeta automatica. Todos
reatores foram arrolhados com rolhas perfuradas contendo uma saida de gas
através de uma mangueira com uma das extremidades submersa em agua para
evitar entrada de ar e possibilitando a saida de gases produzidos durante a
fermentacao, conforme Figuras 12 e 13.

5.1.10. Ensaio em regime batelada com So =50 g/L
Ao total foram coletadas sete amostras em intervalos de tempo de 1,5 horas
das quais foram feitas analises de acucares redutores totais pelo método DNS,

massa celular por espectrofotometria e etanol por cromatografia a gas (Tabela 13).

Tabela 13 - Dados do ensaio em batelada com So =50 g/L.

Tempo (h) X (g/L) S (g/L) P (g/L)

0 3,14 49,29 0,16
15 3,43 47,21 0,44
3 4,50 45,52 1,24
4,5 5,10 39,67 3,58
6 7,29 32,99 7,68
7,5 10,57 19,53 11,06
9 11,68 7,38 15,22

Para obter as velocidades especificas foram tracadas linhas de tendéncia
por meio de aplicacdo de um polindbmio de quarto grau com os dados de forma a
obter-se curvas que descrevem o comportamento das variaveis de X, S e P (Figura
18), assim pode-se utilizar estes dados para o calculo de derivadas e obter os
valores de px, Us € Wp.

Analisando-se os dados com as curvas da Figura 18, em relacdo a
concentracdo de células em massa Umida, foi possivel estimar o tempo de
duplicacdo atingido neste ensaio, que foi de 4,5 horas durante o ensaio
fermentativo, onde obteve-se cerca de 6 g da quantidade inicial as 4,5 h e 12 g as
9 h do ensaio. Em relacdo ao substrato a quantidade inicial estava como foi definida
no planejamento deste ensaio e ao final do ensaio foi detectado um residual de
acucares redutores totais de 7,38 g. A partir das equacgbes 7, 8 e 9, as quais

fornecerem a descri¢cdo do rendimento fermentativo, observou-se ao final do ensaio



valores de Yxis, Yrix € Ypis respectivamente de 0,20 —Zeéule . 1 7¢ Jeroduto o g 36
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Com as curvas de velocidades especificas apresentadas na Figura 19,
observa-se que a velocidade especifica de producédo de células (ux) atingiu um

méaximo de 0,21 W; que se manteve no intervalo entre 4,3 e 5,8 horas.
célula-

Neste intervalo, o ponto que teve as maiores velocidades especificas de consumo

de substrato e producao de etanol ocorreu durante as 5,8h com valores de ux, up €

us de respectivamente 0,21 Zetulasnovas. o 30y Iproduto o y 7 substrato,
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Figura 18 - Curvas ajustadas de X, S e P (g/L) em fun¢éo do tempo (h) para So = 50 g/L.
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5.1.11. Ensaio em regime batelada com So = 100 g/L

As amostras para este ensaio foram coletadas em intervalos de duas em
duas horas, das quais foram feitas analises de acUcares redutores totais pelo
método DNS, massa celular por espectrofotometria e etanol por cromatografia
gasosa. Os dados obtidos estdo destacados na Tabela 14. Este ensaio fora
planejado para que o substrato inicial fosse de 100 g/L, porém por problemas na
diluicdo, apresentou valores iniciais de 125 g/L, 0 que se confirmou ao repetir a
andlise de acucares. Em funcdo da falta de tempo para o cronograma dos
experimentos nao foi possivel repetir este ensaio antes do inicio das fermentaces

continuas.

Tabela 14 - Dados do ensaio em batelada com Sp = 100 g/L

Tempo (h) X (g/L) S (g/L) P (g/L)
0 2,91 125,49 0,53
3,71 125,89 0,94
4,27 110,85 2,35
6,26 105,25 4,74
9,82 84,11 11,86
10 15,72 61,87 20,68
12 18,07 36,81 28,02

oA~ IN




Para obtencdo de velocidades especificas foram tracadas linhas de
tendéncia para substrato, concentracao celular e concentracdo de etanol com
polindbmios de quarto grau (Figura 20). Deste modo pode-se trabalhar com estes
dados para o calculo de derivadas e assim obter os valores de px, Js € Jr.

Neste ensaio 0 tempo necessario para a duplicacdo de células foi de 5 h
para atingir o dobro da concentracéo, e posteriormente nova duplicacado ocorrendo
as 11 h de duracédo do ensaio. Ao final do ensaio foi detectado um residual de

acucares redutores totais de 36,81 g/L apds 12 h de ensaio. Os rendimentos foram

calculados com as equagdes 7, 8 e 9, deste modo, Yy/s = 0,17 -2y, o =

Isubstrato

1,82 Iproduto e YP/S =0,31 YIproduto .

Icélula Isubstrato

Levando em consideracdo a concentracdo da massa celular em cada
momento, tem-se as velocidades especificas para células, substrato e produtos, as
quais, foram calculadas a partir das equacoes 3, 4 e 5, apresentadas na Figura 21.
Observa-se que neste ensaio a velocidade especifica de producéo de células (px)
atingiu seu valor maximo de 0,20 as 4,4 h e mantendo-se assim até 5,8 h. Apos
este tempo, decresceu lentamente até o final do ensaio. Neste periodo no qual a

velocidade especifica de células foi maxima, o tempo com os maiores valores de

Hx, Up e Ws foi as 5,7 h com respectivamente 0,20 Zéiulasnovas, 39 Iproduto o 9 10

Ycstula-h Ycélula-

Isubstrato

Ycétula-h

A velocidade especifica de consumo de substrato (us) apresentou
comportamento similar ao da curva de px até o méaximo valor desta. Apos isto,
observou-se uma queda menos acentuada de us do que para px, indicando que os
acucares estavam em maior intensidade para formacédo de produtos do que para

crescimento celular.

Em relacdo ao produto desejado (etanol), a velocidade especifica de
producdo continuou aumentando apds o valor maximo de ux, atingindo valor
maximo préximo das 8 h de ensaio. Apds isto diminuiu lentamente até o final do
ensaio. Inicialmente vé-se uma pequena variacdo em pp, isto pode ter ocorrido pois
se mediu uma determinada concentracdo de etanol no momento zero do ensaio, a

qual pode ser justificada por contaminacao na seringa de injecdo, o que ocasionou



algum problema no ajuste. Pois inicialmente, no meio s6 deveria haver agua,

acucares, nutrientes e células de Saccharomyces cerevisiae (figura 21).
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Figura 21 - Grafico de ux, us e up para So = 125 g/L.



5.1.12. Ensaio em regime batelada com So = 150 g/L

O intervalo de amostragem no ensaio foi definido para a cada 2,5 h. Com um
total de 7 amostras contando com o ponto inicial, sendo feitas andlises de agucares
redutores totais via DNS, massa celular por espectrofotometria e etanol por
cromatografia gasosa. Os resultados obtidos para esta fermentacdo descontinua,
sao apresentados na Tabela 15.

Este ensaio foi realizado com a concentracao inicial de substrato a 150 g/L
de A.R.T e conseguiu-se obter uma diluicdo adequada para atingir as condi¢gbes
desejadas para o experimento. Desta maneira, para obtencdo de curvas conforme

descrito pela Figura 22.

Tabela 15 - Dados do ensaio em batelada com Sp = 150 g/L

tempo(h) X (g/L) S(g/L) P(g/L)

0 2,99 144,01 0,55
2,5 3,46 141,43 1,32

5 4,291 140,66 4,68
7,5 7,42 93,90 11,43
10 11,14 75,81 21,81
12,5 14,53 48,18 36,34
15 18,69 19,66 47,16

O tempo necessario para duplicacdo da massa celular neste ensaio foi de
6,5 h para a primeira duplicacdo e posteriormente a segunda duplicacdo ocorreu
ao tempo de 10,9 horas. Ao comparar com 0s dois ensaios anteriores observou-se
uma relacao na velocidade de crescimento das células de acordo com a quantidade
de acucares do meio. Pois conforme foi aumentada a concentracao de acgucares
iniciais (So), o tempo de duplicagao (td¢) mostrou tendéncia a aumentar. Mostra-se
na Tabela 16 os resultados dos rendimentos calculados com as equacbes 7, 8 e 9:

Tabela 16 - Rendimentos fermentativos do ensaio batelada a 150g/L de substrato inicial

Yxis 0,13 gcélulas/Qsubstrato
Y pix 2,97 gproduto/Jcélulas
Ypis 0,38 gproduto/Jsubstrato

Na Figura 23 estdo as curvas obtidas para velocidades especificas
calculadas a partir das equacgdes 3, 4 e 5. Nota-se que a velocidade especifica de

producdo de etanol comegou a aumentar apenas a primeira hora do inicio do



ensaio, até entdo. Os valores maximos para px e Us coincidiram no mesmo tempo
(4 horas) e o maximo pp foi apenas ocorrer as 7,5 horas. Os valores para as

velocidades especificas durante o ponto de maximo ux , foram respectivamente, de

0,18 gcélulasno}:as para px; 0’49 Iproduto para pe e 1,50 dsubstrato em s.
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Figura 22- Curvas ajustadas de X, S e P (g/L) em fung&o do tempo (h) para Sg = 150 g/L.
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Figura 23- Grafico de ux, us e up para So = 150 g/L.

5.1.13. Ensaio em regime batelada com So = 200 g/L

O ensaio com concentracdo de substrato mais elevada apresentou uma
amostra a mais, coletada 8 horas ap6s o penultimo ponto de amostra, conforme
disposto na Tabela 17. Este ponto de amostragem foi tirado em um tempo mais
avancado considerando que no ensaio anterior ja houvera residual de acucares
para uma concentracgao inicial menor. Os pontos de amostragem até 15 horas foram
coletados com intervalos de 2,5 h. E mesmo ap6s quase 24 h de duracao do ensaio
ainda permaneceu com residual de acucares redutores de 19,1 g/L. Entre o periodo
de 15 a 23 horas ndo houve muito crescimento do numero de células ou consumo
de substrato, porém, o etanol total presente no meio cresceu de 27,65 g/L para
58,98 g/L. A partir dos dados da Tabela 17 foram tracadas linhas de tendéncia feitas

com um polindmio de quarto grau, representadas na Figura 24.



Tabela 17 - Dados do ensaio em batelada com S = 200 g/L.

Tempo (h) X (g/L) S (g/L) P (g/L)

0 3,34 192,52 0,48
2,5 3,38 188,79 0,85
5 2,92 178,21 3,02
7,5 5,45 170,81 6,52
10 7,49 157,20 13,35
12,5 17,88 136,19 21,07
15 23,99 60,14 27,65
23 28,50 19,10 58,98

O Tempo para duplicacdo da concentracdo de células de levedura neste
ensaio foi de 8,9 horas para atingir 2 Xo, depois o ritmo acelerou e o tempo para
atingir 4 Xo foi as 11,3 horas e 8 Xo com 15,5 horas. Na Tabela 18 estdo os
rendimentos calculados utilizando os resultados dispostos na Tabela 17 com as
equacbes 7,8 e 9:

Tabela 18 - Rendimentos fermentativos do ensaio batelada a 200g/L de substrato inicial

Yx/s 0,16 gcélulas/Jsubstrato
Yp/X 1,32 gproduto/gcélulas
Yp/s 0,21 gproduto/gsubstrato

Dos valores de velocidades especificas (ux, gp € us) (Figura 25), para
células, produto e substrato. Tem-se que as velocidades de produto e substrato
neste ensaio atingiram seus maiores valores em 6 horas do ensaio. E apds isto, por

volta de 10 horas do inicio da fermentacédo a velocidade especifica de crescimento

celular atingiu o seu valor méaximo (0,30 -2l \hara este ensaio, neste ponto o0s

Geélulah

valores de pp e s foram respectivamente 0,28 eiulasnovas ng,q o 7 37 Isubstrato
Gcélula-h Geélula-h

O comportamento para px diferiu dos trés ensaios em regime descontinuo
anteriores, onde px seguiu 0 comportamento de ps. Neste ensaio quando px

comecou a diminuir, os valores de ppja se encontravam em queda, porém manteve

dproduto

o valor de 0,14 até o término do ensaio.

Icélula-



250 70

200

150

=
= )
E o S corr (g/L)
n )
100 < X corr (g/L)
P corr (g/L)
50

0 5 10 15 20
t(h)

Figura 24 - Curvas ajustadas de X, S e P (g/L) em funcdo do tempo (h) para Sp = 200 g/L.

Grafico de py, Ms € Hp

1,60
1,40
1,20
1,00
0,80 —

0,60 —_s

HX, US e pP

——uP
0,40

0,20

0,00
5 10 15 20

-0,20
t (h)

Figura 25 - Grafico de pix, s e pp para So = 200 g/L.

Comparando os valores de pxmax dos ensaios em regime descontinuo em

funcdo do substrato inicial, observa-se que a velocidade especifica maxima



diminuiu conforme aumenta-se a quantidade inicial de substrato, indicando que

pode ter ocorrido inibicdo como Moulin et al. (1980) encontraram em seu trabalho.

Porém no ensaio a 200 g/L, obteve-se um valor de 0,28 W , 0 maior valor
célula-

dos 4 ensaios, seguido do valor de 0,21 dcéulasnovas par8 5 ensaio realizado a 50

Ydcélula-

g/L. Nos pontos em que se obteve pxmax para cada ensaio, os valores de ps e pp N0
instante em que px atingiu seu maior valor para cada um dos ensaios estdo
representados na Tabela 19.

Como os maiores valores para pxmax foram nos ensaios de 50 g/L e 200 g/L

(Tabela 19), cabe uma comparacédo entre os dois. Ambos ensaios atingiram o valor

de 0,30 -ZenL hara pp, porém obtiveram diferentes valores de ps, respectivamente

Gcslulash
0,79 % e 1,37 *i’;“bsﬂ para os ensaios realizados a 50 g/L e 200 g/L de So.
células células

No ensaio realizado a 50 g/L de substrato inicial uma parte maior dos acgulcares
consumidos foi transformada em etanol e célula. O ensaio realizado com 200 g/L
de So alcangou valores de pxmax maiores, porém o0 aumento no consumo de
substrato por unidade de células neste ensaio em relacéo ao anterior ndo se refletiu
em aumento na velocidade especifica de producéo de células ou etanol.

Tabela 19 - Dados de velocidade especifica de crescimento celular maxima e velocidades

especificas de consumo de substrato e produ¢éo de etanol para quando a de producao de células

€ maximo para os ensaios descontinuos realizados.

SO (g/L) UXmax (M) US (‘QSL”QZ’) HP ( gemnol )

Ieetulah Y células 9cétulash
49,29 0,21 0,79 0,30
125,49 0,20 1,10 0,31
144,01 0,18 1,50 0,49
192,52 0,28 1,37 0,30

Em relacéo a produtividade (Tabela 20) o ensaio realizado com So de 50 g/L
foi o que demonstrou a menor produtividade (1,69 g/L.h) nas condi¢des utilizadas
(Xo de 3 g/L em massa umida e temperatura de 32°C). O ensaio de maior
produtividade foi o realizado a 150 g/L de So com produtividade de 3,14 g/L.h.,
porém, na Tabela 19, este ensaio foi 0 que teve a menor velocidade especifica
maxima de crescimento celular (0,18 Qgnovas células/Qcelulas.h) a0 mesmo tempo que

atingiu o maior consumo de substrato por unidade de células por hora.



Tabela 20 - Produtividade dos ensaios descontinuos de substrato inicial de 50 g/L a 200 g/L.

So (g/L) Duracao do ensaio (h) Etanol (g/L) Produtividade (g/L.h)

49,29 9 15,22 1,69
125,49 12 28,02 2,34
144,01 15 47,16 3,14
192,52 23 58,98 2,56

A partir das equacdes (7, 8 e 9) foram calculados os rendimentos

fermentativos Yx/s(M), Yp/x(w) e Yp/s(w) para 0S ensaios

dsubstrato Ydcélulas Jsubstrato

realizados com substrato inicial de 50 g/L e 200 g/L (Tabela 21). Dos quais €&
possivel observar que os rendimentos para o ensaio realizado com substrato inicial
de 50 g/L forneceram maior quantidade de células por unidade de substrato
consumida e a segunda maior quantidade de etanol obtido por unidade de
substrato. De modo que optou-se pela utilizacdo da condicdo de 50 g/L para inicio

da alimentacao continua nos ensaios em regime continuo desse trabalho.

Tabela 21 - Rendimentos para os ensaios com substrato inicial de 50 g/L a 200 g/L

So(gll)  Yxs Yoix Yois
4929 0,20 1,76 0,36
125,49 0,17 1,81 0,31
14401 013 2,97 0,37
19252 0,16 1,32 0,21

FERMENTAQAO EM REGIME CONTINUO
Os ensaios anteriores em regime descontinuo foram realizados para definir as
melhores condi¢des de taxa de diluicdo (D) igual a ux para os ensaios em regime

continuo. Na condicao escolhida para inicio da fermentacdo em regime continuo,

foi obtido o valor de pxmax de 0,21 Jetuasnovas g0 parg 0s ensaios em regime

Ydcélula-

continuo seria equivalente a taxa de diluicdo (D) [h'1] maxima que se poderia utilizar.
Pois, em regime continuo, operar em valores de D préximos do valor de pxmax pode
provocar o fenébmeno de “lavagem” no reator, que é quando a taxa de crescimento
nao consegue mais manter a concentracdo de células no reator, provocando
aumento da concentracao de substrato na corrente de mosto fermentado na saida

do reator.



Os ensaios em regime continuo foram realizados em um biorreator New
Brunswick ™Bioflo®Ill (Figura 26), o qual possui controles de temperatura, agitacao,
sensor de temperatura, pH, saida de gases com condensador acoplado e entradas
e saidas que permitem medidas e controles “on line” em diversas variaveis.

Os ensaios foram realizados na temperatura de 32°C, sem controle de pH, com
adicdo de antiespumante conforme necessario e agitacao controlada. Os ensaios
foram planejados para iniciarem em regime, com objetivo de fazer com que a
fermentacdo passasse da fase “lag” e estivesse na fase de crescimento
exponencial quando ao trocar de regime para o continuo. Deste modo a velocidade
especifica de crescimento celular estaria ligada a taxa de diluicdo utilizada, pois ao
fazer a mudanca de regime de operacao para o regime continuo o objetivo era
manter a fermentacdo operando em regime estacionario. Assim, no reator se

manteria uma concentracao estavel de células suspensas no meio.

Figura 26 - Biorreator New Brunswick™ BioFlo®IIl.

Antes do inicio dos experimentos em regime continuo, foi necessario fazer a

verificagdo da homogeneidade do reator para garantir que toda extensao do reator



estivesse na mesma concentragéo e que nao houvesse zonas mortas no reator, de

modo a aproveitar toda a extensdo do volume utilizado para a fermentacao.

5.1.14. Teste de homogeneidade do Reator

O teste de homogeneidade do reator foi realizado com uma suspenséo de
células preparada na concentragdo estimada para o inicio da alimentacdo continua
nos reatores, para se ter condi¢cdes similares na operacao dos ensaios em regime
continuo. Esta suspensédo foi preparada no volume de 1 litro (volume que foi
utilizado nos ensaios realizados no biorreator) com 4gua destilada e células de
levedura na concentracao de 10 g/L de massa Umida, empregando-se agitacdo de
210 rpm. Foi utilizada alimentacdo de 4gua destilada e amostras foram coletadas
na corrente de saida do reator em intervalos de trinta minutos para realizar a leitura
da massa umida de células em espectrofotdbmetro a 610 nm (Tabela 22), conforme
método Olivo (1985).

Tabela 22 - Dados obtidos para teste de homogeneidade no reator New Brunswick ™Bioflo®-III

t(h) 0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 55

Abs 0,401 0,355 0,326 0,306 0,273 0,276 0,249 0,246 0,228 0,221 0,196 0,181

0,173

Conforme a Tabela 22 foram feitos os calculos de acordo com a Equacao
(27), proveniente da metodologia para testar homogeneidade de reatores de
Gregory (1973), deste modo se o fermentador se comportar como um sistema
perfeitamente homogéneo, a variacdo da absorbancia de suspensao deve ter

comportamento linear na equacao:

logA =log A, — (27)

2303"

Apbs isto foi confeccionado o grafico com o resultado da equacdo 25 em
funcdo do tempo (Figura 27), tragando-se uma linha de tendéncia obtida por
regressao linear, obteve-se um valor de R2 = 1, deste modo, mostrou que 0
biorreator utilizado teve comportamento linear na condi¢do utilizada que também
foi similar ao que se conseguiu obter nos ensaios em regime continuo, para
concentragéo inicial de células no momento inicial da troca de regime descontinuo
para o continuo, portanto pode-se considerar que o comportamento do reator

durante os ensaios também operou proximo a condigdo de homogeneidade.
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Figura 27 - Gréfico resultante do ajuste para o teste de homogeneidade realizado no reator New

Brunswick™ Bjoflo®-IIl.

5.1.15. Preparo dos ensaios continuos

Foram realizados quatro ensaios fermentativos em regime continuo utilizando
melaco de cana-de-acgUcar invertido e clarificado com objetivo de verificar a
estabilidade, produtividade e as melhores condi¢cdes de operacdo do regime
continuo. Os ensaios foram planejados para operar no volume de 1 L em taxas de
diluicdo desde 0,084 h't a 0,14 h'l, na temperatura de 32°C, com variagdes em Xo
de 3a 9 g/L (Tabela 23) para verificar se ocorreria estabilidade com valores maiores
de concentracéo de células.

No primeiro ensaio foi feita variacdo da agitacdo em um periodo do ensaio para
observar os efeitos provocados por esta alteragdo no meio reacional. Como se
obteve a ocorréncia de bastante espuma em agitacdo com maior intensidade,

optou-se pela utilizacdo de agitacdo em 180 rpm nos demais ensaios.

Tabela 23 - Condig¢des utilizadas nos ensaios em regime continuo.

Ensaio So  Xo massa Umida T teontinuo agitacéo Vil D
(/L) (/L) (°C) (h) (rpm) (L) (h™)
1 100 3 32 9 180a270 1,00 0,10
2 100 3 32 9 180 1,00 0,13
3 100 9 32 9 180 1,00 0,14
4 100 6 32 45 180 1,00 Ov84a

0,10




Antes do preparo dos meios para 0Ss ensaios, calculou-se a quantidade
necessaria de meio que deve ser preparada para cada ensaio. Utilizando-se a
Equacao (28), que fornece o volume de meio em funcdo do volume do reator
(Vreator), da duracdo do ensaio (t) e da taxa de diluicdo (D) definida para o

experimento:

Vineio = Vreator - D-t

(28)

O mel dos ensaios foi invertido de acordo com a metodologia de inverséo (itens
4.4 e 4.5) e clarificado utilizando a condicdo de clarificacdo definida pelos
resultados apresentados no item 5.2.1 e utilizada no item 5.2.2 para estimar os
valores de velocidade especificas maximas de crescimento celular em diferentes
concentracdes iniciais. Deste modo utilizou-se o polimero catibnico AGP-1009 na
proporcéo de 25 ppm para cada 70 g/L de concentragao de substrato. A separacao
da fracdo coloidal formada se procedeu de duas formas, no primeiro ensaio em
regime continuo utilizou-se filtragdo com um filtro prensa de placas (item 4.10.1),
como esta operacdo demanda muito tempo de preparo e materiais, optou-se pela
utilizacdo de centrifugacéo (item 4.10.2) na separacao dos residuos precipitados
pela clarificacdo. Para viabilizar o uso da operacdo de centrifugacdo o meio foi
preparado em uma concentracdo maior para posteriormente ser diluido.

Apoés a filtracdo/centrifugacdo procedia-se a retirada de uma amostra para
andlise da concentracdo de acucares redutores totais (ART) obtida e esterilizacdo
do meio clarificado em autoclave a 120 °C por 20 minutos sob presséo de 1 Kgf/cm?.
Apoés os resultados da andlise do ART, com o método DNS (item 4.12.5 dessa
dissertacéo), na camara de fluxo laminar foram preparadas as diluicbes para 100
g/L de substrato no volume de 1 litro para uso como indculo e o restante foi diluido
a 70 g/L para que fosse utilizado na alimentacdo da fermentacédo conduzida em
regime continuo, pois utilizando a Equacado (16), considerando Si1 = 0 g/L para

considerar que todo o substrato na saida do reator tivesse sido consumido, 15 g/L

Idcélulas novas

de células e pxmax = 0,21 resulta em 71,4 g/L na alimentacao.

Icélula-

Os nutrientes (0,4 g/L de uréia, 1 g/L de sulfato de magnésio e 1 g/L de fosfato
de potassio dibasico) nestes meios foram adicionados na etapa de diluicdo e depois

0 meio foi novamente esterilizado.



Para a operacdo em regime continuo foi necessario o bombeamento do meio
nutricional durante quase todo o tempo de fermentacao e isso significou a utilizacdo
de bombas peristélticas para fazer tanto alimentacdo de meio nutricional quanto a
retirada de meio de cultivo. Portanto, para cada ensaio, foi calculado a vazéo de
alimentacdo a partir da taxa de diluicdo especifica (D), definida anteriormente como
a relacdo da vazdo de alimentacdo ou de retirada de mosto fermentado como o
volume util do reator (Equacéo 12).

Antes do inicio de cada ensaio um litro de meio de cultivo era esterilizado em
luz ultravioleta em camara de fluxo laminar e transferido assepticamente para um
reator devidamente instalado. Em seguida o reator era configurado em modo de
esterilizacdo, mantendo a temperatura a 80°C e a uma rotacéo de 180 a 210 rpm,
por um periodo de 2 horas, e posteriormente resfriado a 32 °C. Passava-se neste
momento o sistema para o modo de operacdo, onde um software de controle
instalado em computador de bancada comecava a coletar os dados dos sensores
“on line” previamente calibrados e conectados ao equipamento. A partir deste
momento, o reator recebia de forma asséptica uma suspenséo de Saccharomyces
cerevisiae e dava-se inicio a fermentacdo propriamente dita, permanecendo esta
em regime descontinuo até o momento da mudanca do modo operacional para
cultivo continuo, que era de aproximadamente nove horas para 0s ensaios com Xo
de 3 g/L em massa Umida de células, pois neste tempo esperava-se que a
concentracdo de substrato estivesse préxima de 50 g/L e a concentracao de células
acima de 10 g/L. Entdo, na troca de regime para o regime continuo as bombas
peristalticas previamente calibradas eram acionadas e alimentavam e retiravam
respectivamente 0s meios nutricionais e os meios fermentados.

As retiradas de amostras foram efetuadas a cada uma hora e meia durante a
etapa em regime descontinuo, depois a cada duas horas nas primeiras vinte e
quatro horas do regime continuo e posteriormente em intervalos de quatro horas

até o término dos ensaios.

5.1.16. Ensaio em regime continuo com D = 0,1 h1,

Este primeiro ensaio em regime continuo foi preparado de acordo com o descrito
no item 5.3.2 e foi utilizado um filtro prensa na etapa de separacdo da fracao
coloidal (item 4.10.1). No ensaio a taxa de diluicdo especifica (D) foi de 0,1 h,

temperatura de 32°C, sem controles de pH, concentracdo de substrato inicial (So)



definida em 100 g/L e concentracao inicial de células (Xo) de 3 g/L em massa Umida
(Tabela 23).

Na leitura da amostra inicial foi verificado para o substrato o valor de 121,34 g/L
de agucares redutores totais. O valor de concentragdo de células inicial (Xo) foi de
4,00 g/L em massa Umida conforme mostrado na Figura 31.

Apesar da quantidade inicial de substrato estar acima da planejada, optou-se
por manter o inicio da fase continua da fermentagcédo no tempo de nove horas apdés
a inoculagéo do reator. Nesse intervalo de nove horas, obteve-se os valores de
concentracdo de ART de 58,47 g/L, células de 7,68 g/L e etanol de 18,51 g/L. E
ainda nesse instante as bombas peristalticas foram ligadas com uma vazéo de 1,77
mL/min de meio de cultivo e de mosto fermentado.

Do inicio da alimentagdo continua até as 39 horas os valores de X mantiveram-
se entre 8 e 11 g/L. ApGs este periodo ocorreu um acidente de entupimento na
corrente de entrada de meio as 42 horas, que provocou a diminuicdo no volume do
reator e foi solucionado logo que detectado. ApGs a recuperacdo do volume (util
para 1 L, observou-se que o acidente provocou diminui¢do da concentracéao celular
reduziu do valor de 9 g/L para 6 g/L. Proximo a este instante, as 46 horas foi feita
a primeira troca de refil de meio e observou-se que os valores de X decresceram
apos a troca até atingir valores de 4,80 g/L e manteve-se nesse patamar no periodo
compreendido de 55 a 83 h. Um novo entupimento na corrente de alimentagcéo de
meio ocorreu as 66 horas, imediatamente solucionado, de modo que este nao
provocou alteracées na concentracdo de X. Posteriormente, apés a ultima troca de
refil de meio (96,5 h) a concentracdo de células diminuiu lentamente até o final do
ensaio, onde chegou a atingir 3,38 g/L.

A concentracao de acUcares redutores totais (ART) e glicose logo ap6s o inicio
da alimentacdo em regime continuo apresentou valores baixos até as 43 horas,
neste periodo inicial atingiu-se os valores de concentragdes de 5,51 g/L de ART e
0,19 g/L de glicose. Apds o instante em gque ocorreu o primeiro entupimento (42 h)
e a troca do primeiro refil (43 h), o reator comegcou a apresentar acumulo
progressivo de ART na corrente de mosto fermentado, enquanto os valores de
glicose aumentaram apenas para valores proximos de 2,4 g/L e mantiveram-se até
o0 momento em que foi realizada a terceira troca de refil (96,5 h), partir desta, os
valores de glicose atingiram 15 g/L e os valores de ART chegaram a valores

préximos na corrente de retirada de meio do que era alimentado ao reator. Notou-



se entdo que cada substituicdo de refil de meio promoveu o aumento nos valores
de concentracao dos substratos na corrente de mosto fermentado.

As concentracBes de etanol mantiveram-se entre 24 e 27 g/L até as 45 horas
de cultivo de etanol (Figura 31). Terminada a alimentac&o do primeiro volume de
meio de cultivo em 46 horas, procedeu-se a troca do refil (frasco contendo mel
diluido, clarificado e esterilizado na concentracdo de 70 g/L de ART) e observou-se
que a partir desta ocorreu reducdo nos valores de concentracdo de etanol para
valores proximos de 19 g/L, que se mantiveram préxima a substituicdo do volume
de meio de cultivo, esta ocorrida as 84 h, e a partir deste momento os valores de P
diminuiram e permaneceram proximos de 15 g/L.

Neste ensaio, observou-se que o aumento da concentracdo de ART e a
diminuicdo da concentracdo de etanol na corrente de saida acompanharam a
reducdo da concentracao celular. Onde, a concentracdo de etanol atingiu valores
da ordem de 18,00 g/L as 83 h cultivo e de 13,30 g/L ao final do ensaio, na corrente
de retirada de mosto fermentado do reator atinge-se concentragdes préoximas do
gue era alimentado.

Neste ensaio houve trés trocas de refis, a primeira troca as 46 horas, a segunda
as 84 horas e a ultima as 96 horas. Observou-se que apos a primeira troca de refil
(46 h) comecaram a acumular agucares no meio. Apés a segunda substituicdo de
refil (84 h), verificou-se apenas a manutencéao deste comportamento com os valores
de X reduzindo a valores proximos de 4,15 g/L. Posteriormente a dltima troca de
refil, gue ocorreu as noventa e seis horas e ao término do ensaio ja se verificava na
corrente de saida do reator praticamente a mesma concentracdo do substrato que
entra no sistema e valores de X na ordem de 3,38 g/L.

Ao observar os valores de pH obtidos, nota-se que houve maior diminuicdo em
durante a fase em que o consumo de acUcares era mais vigoroso (periodo
compreendido entre 23 a 47 h), depois manteve-se praticamente constante até o
final do ensaio. O comportamento esperado do pH era de que se assemelhasse
aos ensaios descontinuos, onde ao término da concentracdo de acucares,
tendesse a subir, devido a menor fracdo de gas carbbnico proveniente da
fermentacdo, consequentemente menos acido carbénico em solucdo e menor
acidez. Porém, neste ensaio, ndo se verificou este fenbmeno, quando comecaram

a se acumular agucares no meio apés as quarenta e trés horas.



A vazéo (F), conforme mostra a Figura 28 foi mantida praticamente constante
(dados no apéndice D.1.) fazendo-se correcdes de tempos em tempos baseadas
nos niveis do volume do reator. Deste modo manteve-se uma vazdo média de 1,77

mL/min o que era a uma taxa de diluicido média de 0,106 h'! para o ensaio.

2,50 0,20
0,18
2,00 0,16
° ° o0
00 000990000 o000
-\ Q.. ® o0 0,14
€ 1,50 0,12
E T
> 0,10 <
€ o) oF
= 1,00 0,08
D
0,06
0,50 0,04
0,02
0,00 0,00
0 20 40 60 80 100 120 140
t (h)

Figura 28 — Vazao (F) e taxa de diluicdo (D) em funcdo do tempo (t) para 0 ensaio em regime
continuo com D = 0,1 h.

Neste ensaio, variou-se a agitacdo, mantendo-a em valores de 180 rpm até o
instante de 21 h, posteriormente em 240 rpm no intervalo compreendido entre 25 e
31 h, depois, no valor de 270 rpm entre 35 e 59 horas e finalmente, manteve-se o
valor de 240 rpm até o término do ensaio. Verificou-se que utilizando valores
maiores no controle da agitacdo se obteve maior quantidade de espuma,
necessitando da adicdo ocasional de antiespumante no reator para controla-la. Ndo
foi possivel verificar efeito nas concentracdes de X, S e P com as variacdes da
intensidade de agitacao no reator.

Na Figura 29, estédo representados os dados de produtividade [(P)x(D)] e de
concentracéo celular (X) em funcdo do tempo (h). O comportamento da curva de
produtividade mostra que no inicio da fase continua do ensaio foram obtidos valores
mais elevados de produtividade, proximo de 3,00 g/L.h até 21 horas. Entre 23 e 39
horas, ocorreu a manutencéo do valor em aproximadamente 2,70 g/L.h até o
momento em que ocorreu a primeira troca do refil de meio as 42 horas, quando
diminuiu para um valor de 2,00 g/L.h que foi mantido até 83 horas, momento em
gue ocorreu uma troca de refil (83 h), a partir deste, os valores de produtividade

nao excederam a 1,5 g/L.h até o final do ensaio. Comparando ainda na Figura 34



a produtividade [(P)x(D)] com a concentracéo de X, observa-se que os valores das

duas variaveis tiveram comportamento similar.
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Figura 29 - Produtividade (P.D) e concentracéo celular (X) em funcdo do tempo (t) para ensaio em
regime continuo com D = 0,1 h1,

Da Figura 30, onde estéo representados os dados de [(P)x(D)] em funcéo da
taxa de diluicdo (D), observa-se que a taxa de diluicdo (h') ocorrida durante a
realizacdo do ensaio variou entre 0,10 e 0,11 h*' obtendo-se valores de
produtividade em etanol na ordem de 1,45 a 3,60 g/L.h. Teve-se, no comeco do
ensaio, maiores valores de produtividade para uma mesma taxa de diluicdo e
conforme o progresso da fermentacdo em regime continuo observou-se reducao

nos valores de [(P)x(D)] sem que ocorresse alteracdo da taxa de diluic&o.
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Figura 30 — Produtividade(P.D) em funcéo da taxa de diluicdo (D) para 0 ensaio em regime continuo
comD=0,1h1

Por meio dos dados obtidos neste ensaio realizado em um reator do tipo tanque
agitado na taxa de diluicido média de 0,106 h! verificou-se que o ensaio teve um
comportamento transiente, variando X, S e P ao longo da duracdo dessa
fermentacao obtendo um valor médio de produtividade (P.D) de 2,25 g/L.h ao levar
em consideracdo todas as amostras coletadas do ensaio no regime continuo.
Verificou-se que apods as trocas de refil de meio para esta taxa de diluicdo neste
ensaio, ha a intensificacdo do acumulo de acucares e reducdo na quantidade de
células em suspensdo e etanol. As ocorréncias dos entupimentos na linha de
alimentacédo de meio ao reator foram provocadas por acimulo de material préximo
da entrada do reator. A utilizacdo de bombas peristalticas separadas fez com que
as vazbes necessitassem de monitoramento constante para manutencdo da
sincronia entre elas.

Como no inicio foi possivel manter no periodo entre 17 e 39 h valores de
concentracéo de células acima de 8 g/L, etanol maiores do que 25 g/L e a0 mesmo
tempo ART proximo de 5 g/L enquanto a glicose se manteve proxima de zero. No
ensaio seguinte foi utilizado uma maior taxa de diluicdo de modo que mais nutriente
entraria no reator por unidade de tempo. Desta maneira seriam verificadas as
hipoteses de que com mais substrato disponivel a concentracdo de células de
levedura e etanol atingiriam valores maiores ou a manutengéo prolongada das

variaveis do sistema logo apos o inicio dos ensaios em regime continuo.
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Figura 31 - Dados obtidos durante ensaio em regime continuo com D



79

5.1.17. Ensaio em regime continuo com D =0,13 h.

O segundo ensaio em regime continuo foi também de acordo com o exposto no
item 5.3.2. porém, a partir deste ensaio optou-se pela centrifugacdo do meio a ser
clarificado em vez da filtragdo em filtro prensa visto que este além de ter uma operacao
mais demorada levava a perdas significativas de material filtrado.

Para este ensaio foram preparadas diluicées a 100 g/L de substrato para o preparo
do in6culo e o restante na concentracdo de 70 g/L para uso como meio de
alimentacdo. Também preparou-se 1,5 litros de meio contendo apenas glicose na
concentracdo de 35 g/L para verificar se a frutose continuava sendo consumida apos
comecar a se acumular no reator. A taxa de diluicdo especifica para este ensaio foi
de 0,13 hl, que equivale a vazéo de 2,17 mL/min e optou-se pela agitacdo a 180 rpm
pois no ensaio anterior constatou-se que com agitacéo elevada ocorre a formacao de
espuma com maior intensidade no reator.

Os resultados obtidos deste ensaio estdo apresentados na Figura 35, onde se
verificou que os valores iniciais de substrato limitante So foram de 110,14 g/L de ART,
com 46,81 g/L de glicose, esta representando 42,5% dos aguUcares totais e a
concentracao inicial de células, Xo, foi de 3,39 g/L em massa Umida. As nove horas de
ensaio em regime descontinuo, observou-se valores das variaveis concentracdo de
substrato (S) de 57,4 g/L, Glicose (G), 15,12 g/L, concentracdo celular (X) de 10,33
g/L (massa umida) e de concentracdo de etanol (P) de 20,21 g/L. Estes resultados
estavam proximos do que o que havia sido planejado (50 g/L para substrato e 10 g/L
de células) e calculados os rendimentos, considerando como um ensaio descontinuo
até esta amostra, nos forneceu valores de Yxis de 0,13 gcslulas/Qsubstrato, Yr/x de 2,87
Qetanol/gcélulas € Yp/s d€ Qetanol/gsubstrato. Ainda neste instante de nove horas se mudou o
regime de operacgdo para continuo, com uma vazao de alimentacédo e coleta de meio
fermentado de aproximadamente 2,17 mL/min que se procurou manter constante
durante todo o ensaio, embora tenham ocorrido algumas variagées, mas em média a
taxa de diluicdo especifica ficou em torno de 0,13 hL.

Logo apds o inicio da etapa em regime continuo, a partir da Figura 35, verificou-se
gue os valores de concentragédo celular (X) se mantiveram entre 10 e 11,5 g/L no
periodo compreendido entre nove e trinta e uma horas de cultivo. A partir deste
periodo o valor de X apresentou comportamento de reducdo fermentacdo que se

manteve até o0 momento de sessenta e nove horas, quando atingiu 4,23 g/L e assim



permaneceu até o instante de 93 horas, em que apresentou nova reducdo em seus
valores para o entorno de 2,86 g/L. A troca de refil de meio contendo mel invertido a
70 g/L por outro contendo apenas 35 g/L de glicose como substrato fez com que a
concentracdo de células apresentasse nova reducdo em seu valor, chegando a até
1,86 g/L ao término do ensaio.

No inicio do regime continuo, de acordo com a Figura 40, se observou que no
periodo compreendido entre 9 e 41 horas, ocorreu elevado consumo de substrato,
pois as concentracdes de ART e glicose na corrente de saida do reator mantiveram-
se com valores baixos de respectivamente, 11,50 g/L para o ART e 1,40 g/L para
glicose. Neste ensaio, a primeira substituicdo de refil de meio clarificado ocorreu as
38 h e assim como no ensaio anterior, verificou-se que apés a substituicdo, comecou
a ocorrer aumento na concentracdo de ART no mosto, com a diferenca de que neste
ensaio também ocorreu aumento na concentracdo de glicose a partir de 45 h. Foi
detectado um entupimento as 63 h do ensaio, que foi solucionado rapidamente e néo
teve efeitos visiveis na concentracdo de substrato, ocorrendo apenas a manutencao
do comportamento.

ApoOs a segunda troca de refil em 76 horas do inicio do ensaio verificou-se ainda o
comportamento de crescimento na concentracdo de ART e glicose, até 0 momento
em que foi utilizado o refil com glicose pura na concentracdo de 35 g/L as 117h. Neste
instante a concentracdo de substrato ja alcancava valores de 48,34 g/L e para glicose
15,75 g/L. O uso do refil contendo apenas glicose serviu para verificar se ainda ocorria
o consumo de frutose no meio, que se verificou verdadeiro, pois a concentracao de
ART comecou a cair até que chegasse a mesma concentracdo da glicose, e
posteriormente os dois valores cairam juntos.

Os valores de etanol detectados na corrente de saida do reator (Figura 35),
inicialmente aumentaram até o instante de quinze horas, quando se atingiu o valor de
30,70 g/L que foi o maior valor obtido neste ensaio. A partir deste instante (15 h) a
concentragdo de etanol manteve-se proxima de 25 g/L até o momento da primeira
troca de refil (38 h), que a partir deste verificou-se redugdo no valor de etanol. Apos a
ocorréncia do primeiro entupimento, obteve-se uma reducdo mais acentuada no valor
de etanol, chegando a atingir 7,07 g/L as 73 h. Apds a segunda troca de refil, ocorrida
as 76 horas, a concentracéo de etanol se recuperou e manteve-se valores proximos

de 10 g/L até o momento em que foi utilizado o refil contendo meio com apenas glicose



como substrato (35 g/L), em que a partir deste ndo se obteve mais valores superiores
a7,50qg/L de P.

Os valores de pH durante o ensaio sofreram pouca variagdo, no inicio do ensaio o
valor de pH foi de 5,33 e ao inicio da operacdo em regime continuo havia reduzido
para 5,15 que se manteve até 31 horas do ensaio. Posteriormente os valores de pH
reduziram, atingindo 4,34 e assim se mantendo em valores acima de 4,15 até o
término do ensaio.

Na Figura 32 estédo os dados de vazéao (F) no reator em regime continuo, observa-
se que a vazdo sofreu algumas oscilacbes, mas em geral manteve-se no valor
desejado para a realizacéo do ensaio. Foram feitas correcdes de tempos em tempos
na vazao de acordo com o nivel de volume do reator. Deste modo, conseguiu-se
manter um valor médio de 2,17 mL/min, que corresponde a uma taxa de diluicdo de
0,13 ht.

F (mL/min) e D (h'!) em fung¢do do tempo (h)
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Figura 32 - Vazao (F) e taxa de diluigdo (D) em fungdo do tempo (t) para o ensaio em regime continuo
comD=0,13 h'l

A partir dos dados de produtividade (P.D) e de concentracao celular (X) em funcéo
do tempo (h), obteve-se a Figura 33 com o0 objetivo de ilustrar a variagdo da
produtividade em etanol (getano/L.h) no reator. Deste grafico, nota-se que o
comportamento da produtividade (P.D) em etanol acompanhou o perfil da
concentragao celular que € decrescente durante quase todo o periodo de fermentacéo
continua. Os valores de produtividade ficaram préximos de 4 getano/L.h até o instante

de 23 horas, posteriormente, ocorreu reducdo dos valores de (P.D) até 97 horas do



inicio do ensaio, quando manteve-se em valores ndo maiores do que 1 getano/L.h até

o término do ensaio.
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Figura 33- Produtividade (P.D) e concentracdo celular (X) em funcdo do tempo(h) para ensaio em
regime continuo com D = 0,13 h1,

Dos dados de (P.D) em funcao da taxa de diluicdo (D) (Figura 34) observou-se
variacdo na taxa de diluicdo especifica (D) em valores entre 0,12 e 0,14 ht, com
valores de produtividade de 0,90 a 4,05 getano/L.h. Assim como no ensaio continuo 1,
no comeco do ensaio obteve-se maiores valores de produtividade para um mesmo D
e enquanto se processa a fermentacéo, se observava reducéo nos valores de [(P)x(D)]
sem que ocorresse alteracbes muito grandes em D. Fazendo-se uma média dos

valores de produtividade, chegou-se ao valor de 2,28 getanol/L.h.
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Figura 34 - Produtividade (P.D) em funcéo da taxa de diluicdo (D) para o ensaio em regime continuo
comD=0,13 h'l

Neste ensaio conseguiu-se operar o reator na taxa de diluicdo especifica de 0,13
h1 ao considerar a média das vazdes detectadas em toda sua duragdo. Neste ensaio,
se obteve inicialmente estabilidade para as variaveis X, S e P até o tempo de 31 horas.
E a partir deste instante, apos a primeira troca de refil, ocorrida as 38 horas, os valores
de ART e glicose aumentam conforme segue o ensaio e os valores de X e P diminuem,
sendo a reducéo nos valores de X de maior intensidade do que para P. O entupimento
ocorrido na linha de alimentacdo de meio do reator as 63 h ndo teve impacto nas
variaveis de concentracao do ensaio, pois este foi solucionado rapidamente. Apés a
segunda troca de refil (76 h) somente se observou a manutengdo no comportamento
de X, SeP.

O uso do refil contendo apenas glicose ao término do ensaio tinha o objetivo de
verificar se ainda ocorria consumo da frutose no ensaio, pois no ensaio anterior,
ocorreu aumento na concentracdo de ART enquanto a concentracdo de glicose se
mantinha em baixos valores, o que indicava que a glicose estava sendo praticamente
toda consumida e que o ART era praticamente frutose se acumulando. Apés o inicio
do uso de alimentacdo de glicose neste segundo ensaio em regime continuo,
verificou-se que o nivel de agucares totais comecou a reduzir (Figura 35), enquanto a
glicose se mantinha com concentragdo estavel até que o ART alcancou valores de
concentragdo proximos da concentracdo de glicose, o que indica que quase toda a

frutose havia sido consumida e restava apenas glicose como substrato. Nisto observa-



se que a glicose € mais facilmente metabolizada pelas leveduras, sendo consumida
mais rapidamente e que também o consumo da glicose pela levedura ndo cessa o
consumo de frutose, apesar de esta ser consumida em ritmo aparentemente mais
lento.

Da produtividade (P.D) no periodo inicial de estabilidade em regime continuo (9 a
31 h) verificou-se uma média de 3,62 g/L.h. E considerando toda a dura¢éo do ensaio,
a média de (P.D) foi de 2,28 g/L.h.

O uso de agitacao constante em 180 rpm, fez com que o nivel de espuma do reator
se mantivesse sob controle por todo o ensaio, desta vez ndo se fez necessario adi¢cdes
de antiespumante.

Ao trabalhar em uma taxa de diluicdo de 0,13 h, no final deste ensaio (117 h)
verificou-se que havia menor concentracdo de substrato na corrente de saida neste
ensaio (48,33 g/L) do que no ensaio anterior (65,64 g/L), indicando que os acgUcares
foram consumidos com maior intensidade neste ensaio do que no anterior, porém
também se obteve menores concentragcdes de células e etanol.

A duracao da fase inicial de estabilidade, quando ocorreu a maior produtividade
para ambos ensaios, foi menor neste ensaio, se considerar também os valores de X.
Pois estes comecaram a diminuir por volta das 33 horas neste segundo ensaio,
enguanto no primeiro ensaio somente a partir de 39 horas que se observou o término

da estabilidade para X, S e P.
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5.1.18. Ensaio em regime continuo com D = 0,14 h,

Neste terceiro ensaio em regime continuo, foi utilizada a taxa de diluicdo especifica
de 0,14 h, que equivale a uma vazdo de meio clarificado alimentado ao reator de
2,33 mL/min. Aumentou-se a quantidade inicial de células (Xo) para 9 g/L em massa
Umida com objetivo de analisar se atingiria no reator um maior valor de X no inicio da
etapa continua e o aumento na vazao/taxa de diluicdo foi para verificar se o
comportamento visto no ensaio anterior seria mantido e também a possibilidade de
evitar a ocorréncia de entupimento na corrente de alimentacdo do reator, pois com
uma vaz&ao um pouco maior poderia se evitar o acimulo de material proximo da tampa.

O preparo do meio neste ensaio procedeu de acordo com o item 5.3.2. e assim
como no ensaio anterior se utilizou no processo de clarificacdo a operacdo de
centrifugacéo para a separacao da fracdo coloidal formada pela acdo dos polimeros
no mel invertido. Preparou-se 1 litro de meio clarificado a 100 g/L de substrato para
utilizar no preparo do inéculo e aproximadamente, 17 litros na concentracao de 70 g/L
de substrato para utilizacdo na circulacdo de meio da etapa continua.

Na Figura 39 estdo dispostos os dados obtidos das amostras deste ensaio, com
duracgéo total de 125 horas. Os valores na amostra inicial de concentracdo de ART,
glicose e células foram de respectivamente 66,04 g/L, 26,19 g/L (39,65% dos
acucares) e 9,26 g/L. Com a analise da amostra inicial, verificou-se que ocorreu um
desvio da condic¢éo inicial de substrato, o que poderia acabar limitando as condicbes
de crescimento.

Ao instante das nove horas, momento em que foram ligadas as bombas para
recirculacdo de meio se obteve as concentracdes de 16,94 g/L de células, 5,85 g/L de
ART, 0 g/L de glicose e 21,29 g/L de etanol. No instante inicial da alimentac&o continua
a concentracdo de células atingiu o maior valor dentre os ensaios para a condicao do
inicio do regime continuo, e quanto aos substratos, a glicose ja se encontrava
praticamente exaurida e para o ART obteve-se um valor inicial bastante reduzido em
relacdo ao valor planejado de 50 g/L para o instante inicial do regime continuo.

A quantidade maior de células utilizada no inéculo fez com que se obtivesse um
aumento na concentracdo de células para 16,62 g/L. O comportamento da
concentracéo de células (X), de acordo com os dados da Figura 39 a partir do instante
inicial da fase continua do experimento (9 h), apresentou o comportamento do

fendmeno de lavagem, pois observou-se uma grande reducao nos valores de X até o



instante de 33 horas, quando se chega ao valor de 3,20 g/L de células em suspensao.
ApoOs a primeira substituicdo de refil, em 38 horas de ensaio, de meio clarificado a 70
g/L de substrato, observou-se reducdo na concentracdo de células que se manteve
estavel préximo do valor de 2,20 g/L até o término do ensaio. As outras substituices
de refil que ocorreram as 76 horas e 111 horas apenas mantiveram o comportamento
observado para a concentracdo celular (X).

A concentragdo de substrato a partir do inicio do regime continuo para este ensaio
se encontrava em valores de 5,85 g/L, se mantendo em valores baixos até o instante
de treze horas. A partir de treze horas do inicio do ensaio se verificou aumento
progressivo na concentracdo de ART, enquanto os valores de glicose permaneceram
abaixo de 1,5 g/L até o momento da primeira troca de refil, ocorrida as 38 horas. Apés
a primeira substituicao de refil, verificou-se a manutencéo do comportamento de ART
e glicose comeca a acumular no sistema. Proximo ao momento da segunda
substituicdo de refil (76 h) observou-se que os valores de ART tenderam a diminuir,
porém logo retornou a tendéncia anterior de aumento no valor da concentragao.
Similarmente para a glicose, a concentracdo aumentou apos a segunda troca de refil
e chegou a atingir valores entre 12 a 15 g/L, que se mantiveram até o término do
ensaio. Apos o inicio da circulacdo do ultimo refil de meio as concentracées de ART
se estabilizaram em valores préximos a 35 g/L. Presume-se que ainda havia consumo
de acucares, pois era alimentado meio a 70 g/L de substrato e aproximadamente 28
g/L de glicose de acordo com a porcentagem inicialmente verificada pela analise dos
acucares da amostra inicial do ensaio.

A concentracdo de etanol apds o inicio da alimentacao continua de meio clarificado
manteve valores entre 24 e 27 g/L até o instante de 33 horas. Ap6s a primeira troca
de refil (38 h) se observou diminuicao no valor de P, que se manteve também apds a
segunda substituicdo de refil de meio as 76 horas, proximo desta substituicdo de refil
os valores de P ja se encontravam ao redor de 13 g/L. Posteriormente, o
comportamento de reducédo no valor da concentracdo de etanol se mantém até 105
horas, quando atinge o valor de 7,57 g/L e se mantém proximo deste valor até o
término do ensaio.

O pH inicial foi de 5,29 e no momento das nove horas, quando iniciou-se o regime

continuo ja se lia 5,05. Apos a transi¢cdo para o regime continuo os valores de pH



mantiveram-se com leve reducdo em seus valores até o final do ensaio, atingindo o
valor de 3,84 em 125 horas de ensaio.

A vazao de alimentacdo (F) medida durante todo o ensaio esta representada na
Figura 36 com a taxa de diluicdo (D) correspondente. Observa-se que a vazéao de
alimentacdo sofreu algumas oscilagbes no decorrer do ensaio e seus valores
mantiveram-se sempre entre 2,20 e 2,46 mL/min. As variacdes sao decorrentes de
correcdes que foram feitas de acordo com o nivel de volume do reator, a fim de manter
sempre 1 litro. Em média, levando-se em conta os pontos coletados durante todo o

ensaio obteve-se um F médio de 2,31 mL/min, que corresponde a um D de 0,138 hl.
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Figura 36 - Vazao (F) e taxa de diluicao (D) em fungdo do tempo (t) para o ensaio em regime continuo
com D =0,14 h1,

Na Figura 37 sao apresentados os valores de P.D (Produtividade do etanol) em
funcdo do tempo (h). Neste ensaio, observou-se que do inicio do regime continuo, das
nove horas até trinta e uma horas os valores de produtividade em etanol mantiveram-
se entre 3,21 e 3,760etanol/L.h. Em seguida, verificam-se diminui¢cdes de produtividade
de etanol, alcancando valores minimos entre 101 h e 125 h, da ordem de 1,00
Qetanol/L.h. Neste ensaio ndo se observou uma relagéo direta da produtividade em
relacdo a quantidade de células em suspensdo como foi observado no ensaio anterior,
pois os valores da concentragdo celular diminuiram mais rapidamente do que a
produtividade em etanol, indicando que outros fatores poderiam estar afetando a
produtividade em etanol neste ensaio aléem da quantidade de células presentes no

meio.
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Figura 37- Produtividade (P.D) e concentracdo de células (X) em funcéo do tempo (t) para ensaio em
regime continuo com D = 0,14 h-1,

Na Figura 38 sao apresentados os dados de produtividade (P.D) em fungéo da
taxa de diluicdo (D). Nesse caso, os valores de produtividade variaram entre 0,97 e
3,78 getanol/L.h, enquanto se obteve valores para taxa de diluicdo entre 0,132 e 0,148
h-1. Em média, os valores de produtividade levando-se em conta todas as amostras

do ensaio, apresenta um valor de 2,29 getanol/L.h.
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Figura 38 - Produtividade (P.D) em funcéo da taxa de diluicdo (D) para o ensaio em regime continuo
comD =0,14 h%.



Neste ensaio a concentracdo inicial de células (Xo) foi de 9 g/L em massa
Gumida, que levou a um valor de 16,62 g/L no inicio do regime continuo. A concentracao
inicial de substrato (So) ficou um pouco abaixo do inicialmente planejado, que era de
100 g/L. Foi elevada a taxa de diluicdo (D) de 0,13 para 0,14h! para verificar se ndo
ocorreriam mais entupimentos na linha de alimentacdo de substratos. Observou-se
um aumento na concentracao de substrato a partir de treze horas de ensaio, pois 0
consumo ndo acompanhou a quantidade alimentada de nutrientes no meio. Com a
taxa de diluicdo de 0,14 h'l, com a vazao correspondente de 2,33 mL/min observou-
se também que nao ocorreu o fendmeno denominado de “lavagem”, também a
concentracdo de células ndo diminuiu bruscamente em nenhum momento durante o
ensaio.

Pelo desenvolvimento do ensaio pode-se observar que um aumento da
concentracdo de in6culo implica na modificacdo do periodo de inicio da fase continua,
pois com mais células no indculo ocorreu uma diminuicdo do tempo de cultivo, e
atingiu-se valores da ordem de 5 g/L de substrato as sete horas e meia, que pode ter
impactado a viabilidade celular.

A concentracdo de etanol na linha de saida do reator se manteve estavel com
valores préximos de 23 g/L do inicio do regime continuo as 9 horas até o instante 33
horas. Posteriormente teve seus valores diminuindo no restante do ensaio, enquanto
se observou que as concentracfes dos substratos aumentaram e a de células se
manteve estavel com valores proximos de 2,20 g/L apds 45 horas do inicio do ensaio
até seu término. A reducao da produtividade em etanol, mesmo com a concentracao
estavel, pode ter ocorrido devido ao impacto causado pelas células ficarem com baixa
concentracdo de acgucares no periodo de 6 a 9 horas durante o cultivo. Descartando-
se a possibilidade de falta de nutrientes no meio, pois todo o meio alimentado ao reator
durante o ensaio foi preparado nas mesmas condi¢Oes de preparo e concentracdes

de substrato e nutrientes.
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Figura 39 - Dados obtidos durante ensaio em regime continuo com D = 0,14 h1,
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5.1.19. Ensaio em regime continuo com D = 0,080 h*a 0,10 h™2.

Considerando que no ensaio anterior a concentragdo de ART diminuiu muito
rapidamente durante o periodo de fermentacdo optou-se por trabalhar com vazdes
menores, inicialmente de 1,45 mL/min (D=0,87 h'1), depois no decorrer do ensaio essa
vazao foi alterada para 1,30 mL/min (D=0,80 h1) e na parte final do ensaio trabalhou-
se utilizando valores de vazdo da ordem de 1,60 mL/min (D=0,096 h).Também
alterou-se a concentracdo de células inicial (Xo) para 6 g/L em massa Umida no
preparo do indculo e o tempo de troca do regime descontinuo para o regime continuo
para 4,5 horas com objetivo de evitar a diminuicdo da concentracdo dos valores de
ART como ocorrido no ensaio anterior durante a fase de cultivo.

Preparou-se o meio para este ensaio de acordo com o realizado para 0s ensaios
anteriores, como descrito no item 5.3.2 e também optando pela utilizacdo de
centrifugacéo para separacao dos flocos formados pela acdo do polimero na etapa de
clarificacédo do mel. Para este ensaio foram preparados 1 litro de meio clarificado a
100 g/L de substrato para o in6culo, 16,5 litros de meio a 70 g/L de S, 1,5 litros de
meio a 150 g/L de S e 1,5 litros de meio contendo apenas frutose na concentracao de
35 g/L.

A vazao inicial para o regime continuo, foi mantida no periodo compreendido entre
4.5 e 80,5 horas, quando operou-se com a vazdes na ordem de 1,41 mL/min. A vazéo
de alimentacéo (F), foi alterada as 80,5 horas para 1,3 mL/min e assim permaneceu
até o instante de 104,5 horas, a partir do qual a vazao foi alterada para 1,60 mL/min,
ocorrendo algumas flutua¢cdes nesta etapa.

Foram realizadas 4 substituicbes de refil neste ensaio, a primeira (51,5 h) e a
segunda (93,5 h) com mel clarificado a 70 g/L. A terceira troca de refil (130 h) foi para
o teste com mel clarificado mais concentrado, com concentra¢ao no valor de 150 g/L,
com objetivo de verificar se um aumento da concentracdo de substrato na corrente de
entrada poderia estabilizar valores superiores da concentracao celular e de etanol e o
ultimo refil utilizado comecou a ser utilizado as 163h, com 35 g/L de frutose.

Da amostra inicial (Figura 44), obteve-se os valores de 91,66 g/L para o ART e
39,07 g/L de glicose, que equivale a 42,62% dos acUcares. Observou-se que 0S
valores de concentracdo de substrato na amostra inicial ficaram proximos do

planejado de 100 g/L. No instante de 4,5 horas as concentracdes de X, S e P eram de



respectivamente 11,31 g/L para células (massa umida), 57,09 g/L de ART, 15,64 g/L
de glicose e 13,69 g/L de etanol em solu¢cdo. Neste mesmo instante de 4,5 horas
iniciou-se o bombeamento de meio ao reator, dando inicio ao regime continuo.

A concentracédo celular (X) apés o inicio do regime continuo, aumentou até as
20,5 horas, alcancando valores da ordem de 12,80 g/L, em massa Umida, diminuindo
em seguida, até préximo a substituicdo de um novo refil de meio, onde os valores da
concentracgao celular ficaram em torno de 4 g/L.

Apoés a mudanca na vazao de alimentacéo de meio para 1,30 mL/min os valores
da concentracdo celular num primeiro momento apresentaram comportamento de
crescimento, mas que ndo se mantiveram, pois apés a troca de refil em 93,5 horas
observou-se novamente uma diminuicédo para valores entre 2,4 a 2,9 g/L.

Em 108 horas de cultivo aumentou-se a vazéo de entrada de meio para 1,60
mL/min e no tempo de 111 horas ocorreu um acidente de entupimento que provocou
reducédo no volume do reator. O entupimento foi solucionado e o volume restabelecido
cessando a retirada de mosto por alguns minutos.

Para tentar recuperar a concentracéo de células no ensaio, optou-se por utilizar
a estratégia de reciclar as células da corrente de saida do reator. Para tanto, utilizou-
se ceélulas decantadas do frasco de coleta do meio fermentado, conforme mostra a
Figura 40, fornecendo um primeiro pulso de células a aproximadamente 112 horas de
cultivo, gue de imediato restabeleceu a concentracéo celular para valores préximos a
4 g/L.



Figura 40 - Funil de separagéo contendo o mosto fermentado retirado do reator e as células decantadas.

As 130 horas do inicio do ensaio foi utilizado um meio clarificado na
concentracdo de 150 g/L de substrato na corrente de entrada do reator. Com o
aumento da concentracdo de substrato obteve-se recuperagcédo na concentracao de
células chegando a valores proximos de 4 g/L em 134 horas.

Um novo pulso de células foi realizado as 137,5 horas de cultivo de modo a se
observar o comportamento do crescimento celular em uma maior concentracédo de
substrato disponivel, mas com a mudanca da concentracao de substrato para 150 g/L
obteve-se um aumento na concentracdo celular que ndo se sustentou, retornando ao
valor de 4 g/L de concentracao celular.

Por volta de 163 horas de fermentacao introduziu-se uma nova alimenta¢éao no
reator, constituida de uma solugéo de frutose pura a 35 g/L e novo pulso de células.
Durante um periodo de aproximadamente seis horas alimentacdo da frutose, a
concentracdo celular manteve-se em valores préoximos de 6,6 g/L, porém também
depois desse periodo apresentou novamente reducéo da concentracédo até o final do
ensaio.

Em relacéo as concentragfes de substrato (ART), conforme apresentado pelas
curvas da Figura 44, verifica-se que estas se mantiveram nas primeiras 100 horas, em
valores entre 8,5 a 13 g/L com valores de AR residuais em torno de 1 g/L.

As duas primeiras trocas de refil ndo afetaram a concentragéo dos substratos,
apenas quando se utilizou o refil contendo meio com 150 g/L de ART, que fez com

gue se atingisse os valores de aproximadamente 60 g/L na corrente de saida por volta



das 137 horas de fermentacdo. Apos 145 horas de ensaio retornou-se a alimentar o
reator com a concentracdo de 70 g/L, diminuindo a concentracdo de ART até 22,58
g/L as 157 horas, que foi a ultima amostra antes da alimentacéo com frutose (163 h).
Com alimentacao de frutose a 35 g/L verificou-se na saida do reator concentracao
nula de glicose e reducado nos valores de ART, que atingiram 5 g/L até o término do
ensaio.

Quanto a variagdo da concentragdo de etanol ao longo da fermentacéo,
também de acordo com a Figura 44, foi observado que no periodo compreendido entre
as 12 e 48 horas se manteve em valores entre 35 e 45 g/L, sofrendo, contudo, reducao
desses valores apos a utilizacdo do novo meio de fermentacdo, mantendo-se em
valores proximos a 20 g/L no periodo entre 72 e 104 horas.

Contudo, ocorreu uma reducéo nos valores de etanol apos a mudanca de vazao
para 1,6 mL/min ocorrida as 108,5 horas que foi logo recuperada, retornando ao
patamar de 20 g/L, que foi mantido até mesmo durante o uso do refil mais concentrado
a 150 g/L, apresentando diminuicdo somente ao final do ensaio algumas horas apoés
inicio da alimentacdo com frutose.

Quanto aos valores de pH para o ensaio (Figura 44), este foi de 5,45 no inicio do
cultivo descontinuo e diminuiu para 5,05 o quando do inicio do regime continuo. Até a
substituicdo do primeiro refil de meio, o valor de pH ja se encontrava em 4,43 e foi
diminuindo lentamente até o término do ensaio, onde atingiu o valor de 3,83.

A vazao de alimentacao (F) medida durante todo o ensaio esta representada na
Figura 41 com a sua taxa de diluicdo (D) correspondente. Observa-se que a vazao de
alimentacdo apresentou algumas oscilagdes no decorrer do ensaio e seus valores
mantiveram-se sempre entre 2,20 e 2,46 mL/min. As variacdes sao decorrentes de
correcdes que foram feitas de acordo com o nivel de volume do reator, a fim de manter
sempre o volume de trabalho do reator em 1 litro. Em média, levando-se em conta os
pontos coletados durante todo o ensaio obteve-se uma vazdo media (F) de

2,31mL/min, que corresponde a uma taxa de diluicdo (D) de 0,138 h-L.
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Figura 41 — Vazéo (F) e taxa de diluicdo (D) em fung&o do tempo (t) para o ensaio em regime
continuo com D = 0,08 h'ta 0,10 h't.

Com os dados obtidos nesse ensaio foi confeccionado o grafico da produtividade em
etanol (P.D) em funcdo do tempo (Figura 42). A partir das curvas desse gréfico
observa-se, no periodo compreendido entre 12,5 e 32,5 horas que os valores da
produtividade em etanol se mantiveram entre 3,2 e 3,70 g/L.h. Apds isto a
produtividade em etanol diminui, acompanhando a reducdo da concentracdo de
células até que no periodo de tempo compreendido entre 60,5 a 137 horas de
fermentacdo se manteve em valores entre 1,44 a 1,90 g/L. A partir de 138 horas onde
ocorreu o inicio da alimentacdo com mel na concentracdo de 150g/L, os valores da

produtividade em etanol oscilaram entre 1,50 a 2,50 getanol/L.h até o término do ensaio.
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Figura 42- Produtividade (P.D) e concentragdo de células (X) em funcéo do tempo (t) para ensaio em
regime continuo com D = 0,08 h'ta 0,10 h.

Associadas a questao anterior, observa-se também, na Figura 43, que os dados
de produtividade em etanol em funcgdo da taxa de diluigdo (D), variaram entre valores
de 1,38 getano/L.h a 3,83getanol/L.h, contudo durante o ensaio a taxa de diluicdo variou
entre 0,076 a 0,101 h! pois trabalhou-se com 3 faixas de vazédo (1,3 mL/min; 1,4
mL/min; 1,6 mL/min). Fazendo-se a média, dos valores de produtividade e taxa de
diluicdo para todas as amostras do ensaio, foram obtidos valores respectivamente
2,31getanol/L.h € 0,087 h1,

P.D [g/L.h] em fungdo de D [h]
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Figura 43 - Dados de produtividade em funcdo da taxa de diluicdo para o ensaio em regime continuo
com D =0,08 hla 0,10 h',



Observa-se com auxilio da Figura 44 uma maior estabilidade na dinamica do
processo que nos ensaios anteriores, porém ainda se observou reducdo na
concentracdo de células em suspensdo. O uso de variacdo nas taxas de diluicdo
provocou flutuacdo nos valores da concentracdo celular e mesmo com essas
flutuacbes, obtiveram-se valores estaveis para concentracdo de etanol e substratos,
com uma produtividade em etanol entre 1,50 e 2,00 getano/L.h no periodo
compreendido entre 60 e 104 horas.

A concentracao de glicose neste ensaio foi mantida praticamente nula desde o
inicio da alimentacdo até o momento em que se utilizou a alimentacdo na
concentracdo a 150 g/L, o que indica que praticamente toda glicose tdo logo era
alimentada foi consumida e somente com uma alimentacdo mais concentrada foi
possivel verificar uma maior concentracdo de glicose, com os valores ndo maiores
gue 20 g/L, indicando, portanto, a sobra desta fonte de carbono.

Neste ensaio observou-se que ao operar em taxas de diluicdo mais baixas, foi
possivel obter uma certa estabilidade para as variaveis X, S e P. Estas que
apresentaram valores duas regifes de estabilidade conforme mostrado na Figura 44,
sendo a primeira compreendida pelo periodo entre o inicio do regime continuo (4,5 h)
até o momento da primeira troca de refil (51,5h) e a segunda no periodo a partir desta
primeira troca de refil até 120 horas de ensaio.

Ao variar a vazdo de alimentacdo se observaram algumas flutuacbes na
concentracdo de células proximas do momento em gque a condicdo € alterada. Apds a
vazao (F) para 1,30 mL/min (80,5 h) ocorreram oscilagdes nas concentracdes de
células, ART e Etanol. As 100,5 horas a vazéo (F) foi alterada para 1,60 mL/min que
provocou aumento no valor de produtividade (Figura 47). Com o uso da alimentacéo
concentrada, com 150 g/L de substrato, houve aumento na concentracédo de etanol e
consequentemente aumento na produtividade préximo ao término do ensaio.

Com a utilizacdo do meio contendo como fonte de carbono a frutose ao invés
de glicose como os demais ensaios, verificou-se a manutencdo da concentragéo
celular em torno de 6,60 g/L com a utilizacdo de células de leveduras recicladas.
Porém, uma vez que ndo se conseguiu manter esta concentracdo estavel, até o

término do ensaio.
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Figura 44 - Dados obtidos durante ensaio em regime continuo com D = 0,08 h'a 0,10 h1.
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A partir dos dados dos cultivos descontinuos para producao de células que
precediam a etapa continua de cada ensaio, teve-se que 0s ensaios iniciaram com
concentracdes diferentes de substrato inicial e massa celular imida (Tabela 24).
Todos os ensaios foram planejados para iniciar com substrato inicial de 100 g/L,
porém acabaram com concentracdes iniciais diferentes. Os ensaios 1 e 2 deveriam
estar com aproximadamente 3 g/L de concentracao inicial de células, verificando-
se um desvio na concentracao inicial de células do primeiro ensaio. Nos ensaios 3
e 4 foram utilizadas quantidades iniciais diferentes com objetivo de observar se
ocorreria maior crescimento celular e melhora no comportamento durante a etapa
continua.

Tabela 24 - Dados de substrato e células inicial e final obtidos nas etapas descontinuas de cultivo

dos ensaios fermentativos em regime continuo 1, 2, 3 e 4.

Ensaio 1 2 3 4
So [g/L] 121,34 110,14 66,04 91,66
St[g/L] 58,47 57,36 5,85 57,08
Xo [g/L] 4,00 3,39 9,26 6,38
Xt [g/L] 7,68 10,33 16,62 11,3
Duracéo [h] 9 9 9 4,5

Calculou-se os rendimentos fermentativos de acordo com as equacoées 7, 8
e 9 para estes ensaios (Tabela 25) e observou-se que 0s ensaios 1 e 2
apresentaram rendimentos diferentes mesmo com condic¢des iniciais proximas. O
que indicou que no ensaio 1 pode ter ocorrido algum problema com a viabilidade
do microrganismo. Comparando-se 0s ensaios 2, 3 e 4 verificou-se que foram
obtidos rendimentos com valores proximos, com menos de 10% de diferenca entre
eles. Sendo o melhor resultado ocorrido na fermentacéo que precedeu o ensaio 4,
com duracao de 4,5 horas nesta etapa.

Tabela 25 - Dados de rendimentos fermentativos obtidos nas etapas descontinuas de cultivo dos

ensaios fermentativos em regime continuo 1, 2, 3 e 4.

Ensaio 1 2 3 4
YX/S [gcélulaslgsubstrato] 0,059 0,131 0,122 0,142
Yp/X [getanollgcélulas] 5,033 2,871 2,892 2,781

Yp/S [getanollgsubstrato] 0,294 0,377 0,354 0,396




As velocidades especificas da fermentacdo (Tabela 26) foram calculadas com as
equacodes 3, 4 e 5. Comparando os valores de velocidade especifica de producédo

de células com os ensaios descontinuos da secdo 5.2.2. verificou-se que nos

ensaios 1, 2, 3 e 4 desta se¢ado nao atingiram o valor de pxmax de 0,21 —gCZ’“l“S”O"l’“S
células

gue havia ocorrido na secao anterior, sendo o ensaio 4 o que chegou mais proximo,

Com pxmax=0,187 detlulasnovas Fry relacdo aos valores de velocidade especifica de

Ydcélulas

producgéo de etanol, obtivemos nestes ensaios 1, 2, 3 e 4 valores maiores do que

os atingidos nos ensaios descontinuos da secdo anterior com quantidade de

substrato inicial de 50 e 100 g/L, que foram da ordem de 0,30 gg"’t% e 0,31 ;et%
células células

e 0s ensaios 1, 2 e 4 obtiveram resultados melhores em velocidade especifica de
producao de etanol, sendo 0 4° e 0 2° ensaio 0s que obtiveram melhores resultados

de up.

Tabela 26 - Dados de velocidade especifica de producgédo de células, substrato e etanol obtidos nas

etapas descontinuas de cultivo dos ensaios fermentativos em regime continuo 1, 2, 3 e 4.

Ensaio 1 2 3 4
Mxmax [gcé|u|as novas/gcé|u|as.h] 0,136 0,135 0,116 0,187
Ms [gsubstrato/gcélulas-h] 1,165 1,188 0,902 1,299
Mp [Qetanol/Jcélulas.h] 0,365 0,448 0,215 0,569

Verificou-se que o uso de 6 g/L de células em 100 g/L de substrato com tempo
de fermentacdo de 4,5 horas, fez com que se obtivesse melhores resultados em
relacdo aos outros ensaios descontinuos desse trabalho para as velocidades
especificas. Seria interessante explorar se utilizada essas mesmas condi¢cées
iniciais em taxas de diluicdo mais elevadas, tais como as exploradas nos ensaios 2

e 3 se seria possivel obter melhor estabilidade com observou-se no ensaio 4.



6. CONCLUSOES

DA CLARIFICACAO:

Em relacéo aos ensaios de clarificacdo do mel diluido se conclui primeiramente
que os melhores resultados levaram a uma remocao de cor da ordem de 22% a
25%.

Conclui-se também que a clarificacdo efetuada no pH 7, portanto neutro, e
utilizando os polimeros separadamente, anibnico ou catidnico, apresentou
resultados de cerca 10% de remocao de cor e ainda que ao se utilizar a combinacao
dos polimeros na proporc¢ao de (15 ppm de polimero anidénico + 25 ppm de polimero
cationico) a clarificacéo foi de 24,53%.

Desses ensaios de clarificagdo se concluiu utilizar uma menor quantidade de
polimeros visto que estes, ao possibilitar uma maior reducao da coloracdo do mel
diluido, poderiam levar a uma retirada substancial de nutrientes do meio
fermentativo. Além disso se verificou, pelos resultados obtidos, também que héa
ainda a necessidade de uma maior investigacdo quantitativa da utilizacdo dos
polimeros tanto na clarificacdo do meio constituido por mel rico diluido quanto da
perda de nutrientes existentes no mesmo, que poderiam influenciar negativamente
a fermentacéo etandlica.

Conclui-se que a clarificacdo permitiu uma melhor leitura das células, pois
obteve-se menor variancia entre as absorbancias e os valores lidos para as
amostras iniciais dos ensaios foram préximos do estimado de acordo com a massa

pesada no preparo dos indculos.

DOS ENSAIOS EM REGIME DESCONTINUO:

Dos ensaios de fermentacdo em regime descontinuo realizados com substrato
inicial de 33 g/L, 50 g/L e 70 g/L e concentracdo de células iniciais de 50 g/L em
massa umida, submetidos a combinagbes de polimeros catiénico a 25 ppm e
polimero aniénico a 15 ppm, concluiu-se que a clarificagdo com polimeros em geral
teve efeito positivo no processo fermentativo em relagdo aos ensaios em branco
(sem clarificagéo) para cada condi¢céo de substrato inicial.

Concluiu-se também, dos estudos preliminares de clarificacdo, pela escolha da
utilizacdo do polimero catidnico na concentracéo de 25 ppm para cada 70 g/L de

ART substrato no mel diluido, que os resultados foram bastante superiores em



relacdo as outras situacdes estudadas. Outro fator respalda-essa concluséo foi a

de que o uso desse agente clarificante dispensa a neutralizacdo do pH do meio.
Dos ensaios em regime descontinuo se concluiu que as condi¢des iniciais dos

ensaios em regime continuo, deveriam ser proximas as do ensaio conduzido a de

50 g/L de substrato, pois nesta condicdo obteve-se os valores de ux=0,21

gcélulasnovas’ppz?)o YJetanol e IJS:0,79 Isubstrato quando Ux era mé.XimO.
Gcslulash Ycslulash dcélulas

Quanto aos ensaios descontinuos utilizando polimero catibnico como agente
clarificante, com concentracao inicial de substrato (So), de 200g/L, verificou-se que
0 objetivo de se obter dados sobre o comportamento da cinética de fermentacao
com a condicdo de clarificacdo estabelecida foi alcancado, contudo verificou-se
uma velocidade maxima de consumo de substrato praticamente o dobro daquela
obtida no ensaio com concentracéo inicial de substrato (So), de 50g/L , 0 que levou
a nao utilizacdo dessa ultima condicao visto que dispensava maior concentracao
de substrato que correspondia as mesmas condi¢cdes de fermentacdes conduzidas

em menores concentracdes iniciais de substrato.

DOS ENSAIOS EM REGIME CONTINUO:

Conclui-se dos cultivos de célula em regime descontinuo anaerdbio que
antecederam 0s ensaios em regime continuo, que o0 comportamento do
microrganismo nestas fermentagcdes nao foi uniforme para todos 0s ensaios, Vvisto
que o cultivo do primeiro ensaio em regime continuo forneceu rendimentos menores
do que nos ensaios subsequentes.

Quanto aos quatro ensaios realizados em regime continuo nas condi¢des de
taxa de diluicdo especifica (D) de 0,087 h'%, 0,10 h%, 0,13 h', 0,14 h't e se concluiu
inicialmente que ocorreram acumulo de acucares redutores totais (ART) enquanto
os valores de concentracdo de glicose se mantiveram baixos por um longo periodo
de tempo, exceto no ensaio realizado a baixas taxas de diluicdo de 0,087 h™.

Concluiu-se também desses ensaios em regime continuo, que era muito dificil
manter a estabilidade do processo fermentativo, ora pela prépria taxa de diluicdo
imposta que arrastava meio ndo fermentado e células e apresentava ainda uma
baixa conversdo do substrato em produto (etanol), ora pelos acidentes ocorridos,
como o entupimentos das mangueiras de alimentacdo de mosto e de retirada do
mosto fermentado e ainda pela instabilidade que geralmente ocorria o quando da

mudanc¢a de uma nova carga de alimentacao.



Outrossim concluiu-se que apods se verificar qualquer instabilidade no sistema,
o intervalo de tempo, para que ocorresse nova estabilizacdo era muito demorado,
portanto n&o se conseguindo uma estabilidade adequada no processo
fermentativo.

Conclui-se também que embora com pouca estabilidade, a fermentacdo em
modo continuo permitiu algumas avaliacdes, tais como a utilizacdo de meios onde
se administrou somente glicose ou frutose como fonte de carbono e mesmo em
cultivos onde se avaliou o retorno de células de levedura pelo reciclo das mesmas
na linha de alimentacéao.

Nos ensaios em regime continuo verificou-se que a partir de cada troca de refil
0 comportamento do microrganismo sofria um impacto negativo na fermentacao,
com base nisto verifica-se a necessidade de estudar se ocorreram alteracées no
meio até o momento da troca de refil e a possibilidade de em ensaios futuros utilizar-
se um reservatério maior de meio para dispensar substituicbes de refil de meio
durante a fermentagao.

Conclui-se que trabalhar com fermentacdes em regime de operacdo continuo
possibilitou o estudo do metabolismo dos microrganismos e verificar o impacto de
perturbacdes, como aumento de concentracdo de substrato, alteracdo do substrato
e alteracdo da vazdao. Verificou-se também que ao realizar perturba¢cdes durante a
fermentacdo em regime continuo é recomendado testa-las por um periodo maior,
pois nos ensaios realizados nao foi possivel reestabelecer a estabilidade no reator

apos modificagcdes no meio e nas vazdes.
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Apéndice A — Preparo de solucbes

A.1. PREPARACAO DA SOLUCAO DE UREIA

Pesar 8,08 g de ureia (pureza minima 99%) e transferir com auxilio de agua
destilada para um baldo volumétrico de 200 mL, completando-se o baldo em
seguida com &gua destilada, homogeneizando-se bem a solug¢do. Transferir a

solucédo para um erlenmeyer de meio litro;

A.2. PREPARACAO DA SOLUCAO DE FOSFATO

Colocar 10 gramas de fosfato (adubo) em um erlenmeyer de 500 mL e inserir
em seguida 100 mL de 4gua destilada. O fosfato esta em excesso na solucao, logo
ficando precipitado em parte no fundo do erlenmeyer, e sua solubilidade méxima é

préoxima de 100 g/L;

A.3. PREPARO DAS SOLUCOES DE NUTRIENTES

E recomendado preparar solugdes concentradas dos nutrientes, pois assim
evita-se a necessidade de preparar uma nova solugéo de nutriente a cada ensaio,
assim pode-se utilizar um mesmo preparo para varios ensaios. Para realizar o
preparo dos nutrientes, de acordo com Silva (2016), prepara-se uma solucao
concentrada a 117 g/L de Fosfato de Potassio Monobasico e uma de 50 g/L de
ureia.

Posteriormente, ao realizar um ensaio, faz-se entdo a diluicdo em 1:100
destas solucbes previamente preparadas para utilizar cerca de 40 mL de cada
solucédo durante a fermentacao.

Primeiramente, em um béquer pequeno, pesar com auxilio de uma balanca
analitica 10 g de uréia e dissolver com agua destilada para em seguida depositar
em um balédo volumétrico de 200 mL com auxilio de um funil de vidro, depois agitar
até a ureia se dissolver completamente e completar o volume do baléo.

Para a solucéo de fosfato de potassio monobasico, pesa-se, com auxilio de
uma balanca analitica, 23,4 g de fosfato de potassio monobasico e dissolve-se o
composto utilizando-se um agitador magnético com aquecimento, pois é altamente
insoltvel. ApGs dissolver parcialmente, transferir a um baldo de 200 mL com auxilio

de um funil de vidro e completar com agua destilada.



Apéndice B — Metodologias

B.1. OPERACAO DE MICRODESTILADOR TECNAL TE-012

Figura 45 - Representacdo do microdestilador Tecnal-TE-012. Fonte: http://tecnal.com.br/

Antes de utilizar: Verificar o nivel de agua na caldeira do equipamento, se
necessario completar com agua (pode ser da torneira), através da boca de
alimentacdo proxima a V3 e ligar a torneira (sempre deve estar ligada para
utilizacdo do equipamento). OBS: Atentar ao nivel para ndo ultrapassar o nivel
méaximo de operacédo do aparelho e lembrar de fechar V3 antes de ligar o aparelho.
Ligar o aparelho (colocar na tomada, ligar a chave e checar o led) e colocar no nivel
10 de temperatura.

Ap6s inicio da ebulicdo no baldo, zerar o nivel da temperatura.

Limpeza:

Colocar 4gua no amostrador (recipiente proximo a V1).

Ligar o equipamento no nivel 6-7 de aquecimento e aguardar a ebulicao.



Apoés a agua do baldo iniciar a ebulicdo abrir a valvula (V1) do amostrador até
esgotar o liquido no recipiente e fecha-lo logo em seguida.

Esperar sair até aproximadamente 10 mL de 4gua do condensador ja é suficiente
para limpeza do aparelho.

Zerar 0 nivel da temperatura e abrir a valvula V2 para esgotar o recipiente
intermediario.

Agora o0 equipamento esta pronto para ser utilizado com a amostra do experimento.
Destilagcéo de amostra:

Colocar com auxilio de uma pipeta um volume definido da amostra no amostrador
(recipiente préximo a V1)

Ligar o aparelho no nivel 6-7 e aguardar a 4gua da caldeira entrar em ebuli¢do.
Abrir V1 até esgotar a amostra e fecha-la em seguida.

Aguardar até sair no condensador do equipamento, um valor proximo (um pouco
abaixo) da quantidade adicionada no amostrador, coletando-se a saida com uma
proveta (10mL).

Zerar o nivel da temperatura e abrir V2 para esgotar a amostra no fervedor. Lembrar
de fechar logo em seguida V2 e proceder novamente para as etapas de limpeza

apo0s cada amostra.

B.2. OPERAQAO DO MICRODESTILADOR DE VIDRO

Para uso do microdestilador, primeiramente deve-se completar a caldeira

com agua destilada e ligar a torneira onde esta acoplada a mangueira que alimenta
o condensador do equipamento. Posicionar um béquer para coletar o condensado
na saida do condensador.
Inicialmente deve-se ligar o equipamento a energia e ajustar sua temperatura para
220 °C no medidor até a 4gua presente na caldeira entrar em ebulicdo. No momento
que a agua da caldeira entrar em ebuli¢cdo, reduzir a temperatura para 0 no medidor,
desligando assim a resisténcia do destilador.

Antes de comecar a injetar amostras, deve-se pré-lavar o equipamento,
entdo, adiciona-se agua destilada no amostrador e ajustar a temperatura até 140
°C. Quando for visivel que o vapor esta empurrando agua para o percurso da
destilacao até o condensador, abrir a valvula do amostrador até que toda agua caia

no reservatorio interno do destilador, em seguida fechar a valvula do amostrador



para evitar perder vapor por esta via. Em seguida aumenta-se a temperatura até
180 °C e aguardar coletar ao menos 20 mL de agua.

A injecdo de amostras no microdestilador é feita utilizando-se uma pipeta
automatica para transferir uma quantidade conhecida da amostra ao equipamento.
ApoOs colocar uma certa quantidade da amostra no amostrador do destilador, liga-
se a resisténcia na temperatura 140 °C e aguarda-se a ebulicdo para entdo, em
seguida abrir a valvula do amostrador e adicionar um pouco de agua para garantir-
se que nao se perda etanol das amostras. Apoés verificar que ndo resta amostra no
amostrador do equipamento, aumentar a temperatura para 180 °C e deixar uma
proveta para coletar a quantidade de amostra injetada na saida do destilador.

Apbés a coleta da quantidade injetada de material, zerar o ajuste da
temperatura para que a agua na caldeira pare de ferver e abrir a torneira ligada ao
vacuo do equipamento e abrir a valvula de saida para o vacuo no corpo do
destilador. Ap6és a amostra ser retirada, segue-se entdo para novas etapas de
lavagem e destilacéo até que o nivel da dgua fique proximo da resisténcia. Neste
caso € recomendado esperar 0 equipamento esfriar para reencher a agua da
caldeira.

Apos o0 uso do equipamento para desligar, deve-se lava-lo primeiramente,
depois zerar o ajuste de temperatura, fechar todas as torneiras e retirar o

equipamento da tomada.

B.3. OPERACAO DO CROMATOGRAFO

Preparo do cromatografo:

Abrir a valvula do tanque de Hélio (tanque vermelho do meio, Figura 46) até a
pressdo no mandmetro esquerdo atingir 40 psi (marcado com risco preto, Figura
47).



Figura 47 - Man6metros da saida de gas dos cilindros para o cromatégrafo.

1. Ligar o estabilizador (atras). Na frente, o botao deve ficar em “estabiliza” e deve
acender o led verde.

2. Ligar o cromatografo (atras). Ao piscar o led com mensagem de erro no display,
pressionar reset.



3. Pressionar Status e Column. Aparece no display COL 35°C (p. ex.) SET 35°C.
Se o SET estiver maior que 35, passar para 35: pressionar Build/modify e
Column, entéo digitar 35 e Enter.

4. Pressionar GC configure e entdo Enter 4 vezes até aparecer “Turn hardware on-
off NO”. Pressionar Yes e Enter.

5. No display aparece “Detector A ON? NO”. Se estiver YES, pressionar NO e
Enter. Se ja estiver NO, pressionar s6 Enter.

6. No display aparece “Detector B ON? NO”. Se estiver YES, pressionar NO e
Enter.

7. Pressionar Status para sair do GC configure.

8. Ajustar temperatura do injetor e detector (se necessario):

Pressionar Build/modify e Injector: Se o SET estiver 120, OK. Se néo, digitar
120 e Enter (ou outra temperatura que seja requerida).
Pressionar Build/modify e Detector: se o SET estiver 150, OK. Se nao, digitar
150 e Enter (ou outra temperatura que seja requerida).

9. Pressionar Status.

10.Quando injetor e detector atingirem as temperaturas, abrir os gases.

11.Programar a temperatura da coluna: Pressionar Build/modify e Column, entdo
digitar 100 (para etanol) e Enter. Entrar o tempo que vai ficar nesta temperatura.

12.Ligar o filamento do detector: Repetir passos 4 e 5, mas digitando YES e Enter.
Fazer isso apenas para o detector A (TCD). Nao colocar YES no detector
B(FID). Pressionar Status para sair do GC configure.

13. Verificar Status Detector: com a seta a direita pode-se verificar os parametros.
O sinal da baseline deve estar entre -2 e +2.

14.Ligar o computador e abrir o software Star toolbar (software do cromatdgrafo).

15.Na barra superior do software, clicar no icone do canto superior esquerdo
(system control). Esperar até a tela 0800.80 — Ready, com 0s eixos para 0
cromatograma (mVolts x minutes).

16.Para injecdo da amostra: Menu Inject, escolher Inject single sample (ou icone
com o vial).

Digitar o nome da amostra e clicar em Inject. Quando aparecer waiting pode-se
injetar a amostra. Ao pressionar o injetor com a seringa, o cromatografo entra
em run, e o software inicia automaticamente. Se o cromatografo ndo entrar em

run, pressionar start imediatamente.



17.Salvar a analise: Ao terminar a analise, clicar na barra superior onde tem o .run
e escolher Print standard report. Salvar o primeiro pdf (que vai ser o
cromatogram) e depois o0 segundo (que dara as porcentagens e os célculos das
areas) com outro nome.

18.Para desligar o sistema: Fechar o programa e desligar o computador.
Desligar o detector repetindo os passos 4 e 5.
Baixar a temperatura da coluna para 35°C: Pressionar Build/modify e Column,
entdo digitar 35 e Enter.
Pressionar Status para acompanhar a temperatura. Quando estiver abaixo de
40°C, desligar o cromatografo e o estabilizador.

Fechar os gases: O registro vermelho, o regulador e a valvula do cilindro.



Apéndice C — Curvas padrao para as analises

C.1. CURVA PADRAO DE CONCENTRACAO CELULAR EM MASSA UMIDA
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Figura 48 - Curva Padréo da analise de concentra¢do de massa celular umida.

C.2. CURVA PADRAO PARA ANALISE DNS
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Figura 49 - Curva Padréo da anélise DNS.



C.3. CURVA PADRAO PARA ANALISE GOP-PAP
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Figura 50 - Curva Padrao da analise GOD-PAP.
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Apéndice D — Dados obtidos nos ensaios fermentativos

D.1. DADOS DO ENSAIO EM REGIME CONTINUO COM D =0,1 H?!

Tabela 27 - Valores de pH, agitacdo do eixo do reator, vazdo de retirada de meio do reator e
concentragdes celular em base Umida (X), de acUcares redutores totais (ART), glicose e etanol

expressas em g/L para o ensaio realizado a 32°C e planejado com taxa de diluicdo D = 0,10 h-1,

Amostra t () X(g/L) ART(g/L) Glicose (g/L) P (gll) pH Agitacdo V"Z‘ﬁfﬁﬂﬁﬁ]‘fa

0 0 400 121,34 53,49 000 525 180

1 15 419 114,34 48,88 065 515 180

2 3 512 115,60 48,45 210 509 180

3 45 537 107,76 43,95 456 506 210

4 6 646 100,34 36,63 810 496 210

5 75 856 78,64 25,65 13,29 4,98 180

6 9 7,68 5847 16,27 1851 501 180

7 11 11,04 40,01 8,29 22,77 505 180 1,66
8 13 830 2347 3,69 30,91 503 180 1,66
9 15 976 10,52 1,10 33,90 504 180 1,66
10 17 1020 7,90 0,29 30,50 507 180 1,66
11 19 1010 551 0,19 32,23 503 210 1,86
12 21 11,34 514 0,17 27,70 503 180 1,76
13 23 9,84 6,12 0,18 26,37 506 210 1,76
14 25 11,32 504 0,22 26,12 4,90 240 1,72
15 27 862 5,14 0,17 28,03 4,90 240 1,70
16 29 9,52 5,61 0,18 26,71 4,85 240 1,68
17 31 8,09 5,00 0,18 26,33 471 240 1,66
18 33 8,79 5,84 0,24 2430 4,63 180 1,64
19 35 821 5,84 0,13 2401 459 270 1,88
20 39 9,01 5,87 0,14 2551 451 240 1,74
21 43 6,03 4,39 0,16 20,60 4,51 270 1,70
22 47 543 9,47 0,77 18,74 427 270 1,69
23 51 617 13,07 1,76 20,34 425 270 1,81
24 55 480 16,25 2,43 19,69 421 270 1,80
25 59 4,90 18,68 2,39 18,74 420 270 1,71
26 63 504 2035 2,45 16,56 4,19 240 1,81
27 67 451 2570 2,31 17,26 4,19 240 1,80
28 71 510 2522 2,32 17,99 4,19 240 1,81
29 75 487 21,52 2,36 18,73 421 240 1,84
30 79 4,63 30,77 2,37 16,73 4,15 240 1,84
31 83 4,80 22,38 2,34 18,12 4,15 240 1,82
32 87 429 31,25 2,32 1591 415 240 1,82
33 91 4,13 31,58 2,34 1541 424 240 1,84
34 95 420 29,35 2,34 1545 420 180 1,84




Tabela 27 — continuacéo — Valores de pH, agitacao do eixo do reator, vazao de retirada de meio do
reator e concentracdes celular em base Umida (X), de acUcares redutores totais (ART), glicose e
etanol expressos em g/L para o ensaio realizado a 32°C e planejado com taxa de diluicdo D = 0,10
ht,

Amostra t () X(g/L) ART(g/L) Glicose (g/L) P (gll) pH Agitacdo V"Z‘ﬁ‘jﬂfﬁgja
35 99 389 39,27 15,17 1503 4,17 240 1,72
36 103 4,07 49,18 14,41 1520 4,17 240 1,72
37 107 3,86 5530 14,51 1432 421 240 1,82
38 111 363 6564 14,90 13,60 421 240 1,82
39 115 3,38 60,85 13,30 421 240 1,82

D.2. DADOS DO ENSAIO EM REGIME CONTINUO COM D = 0,13 H*

Tabela 28 - Valores de pH, agitacdo do eixo do reator, vazdo de retirada de meio do reator e
concentracdes celular em base Umida (X), de acUcares redutores totais (ART), glicose e etanol

expressos em g/L para o ensaio realizado a 32°C e planejado com taxa de diluicdo D = 0,13 h1,

Agitacdo Vazdo saida

Amostra t(h) X (g/L) ART (g/L) Glicose (g/L) P (g/L) pH (rom) (mL/min)

0 0 3,39 110,14 46,81 0,29 5,33 180

1 15 3,82 109,58 46,65 0,68 5,30 180

2 3 4,37 107,90 42,04 2,20 5,25 180

3 4,5 5,53 95,86 36,84 4,37 5,23 180

4 6 7,39 88,44 30,22 8,95 5,15 180

5 7,5 8,59 73,60 19,50 14,11 5,13 180

6 9 10,33 57,36 15,12 20,21 5,15 180

7 11 12,39 40,43 5,90 25,62 5,20 180 2,20
8 13 10,85 52,21 4,73 28,22 5,23 180 2,19
9 15 11,30 36,94 1,42 30,70 5,20 180 2,17
10 17 11,44 15,18 1,23 29,16 5,27 180 2,33
11 19 10,35 12,90 1,23 28,48 5,23 180 2,33
12 21 11,36 11,83 1,70 28,45 517 180 2,37
13 23 11,10 11,63 1,40 28,03 5,17 180 2,33
14 25 10,87 12,14 1,28 25,19 5,17 180 2,18
15 27 11,25 12,26 1,33 25,63 5,15 180 2,18
16 29 11,47 11,05 1,54 24,53 5,07 180 2,07
17 31 10,30 11,88 1,41 25,41 5,03 180 2,00
18 33 7,37 9,66 1,14 24,71 4,92 180 1,98
19 37 8,04 11,17 0,76 25,30 4,67 180 2,17
20 41 8,04 9,30 0,98 22,72 4,52 180 2,16
21 45 7,53 12,53 0,94 21,39 4,42 180 2,17
22 49 6,58 19,41 1,55 20,71 4,40 180 2,16
23 53 5,80 16,49 3,34 19,26 4,31 180 2,14
24 57 6,02 18,21 4,55 17,19 4,27 180 2,13




Tabela 28 - continuacéo - Valores de pH, agitacdo do eixo do reator, vazao de retirada de meio do
reator e concentracdes celular em base Umida (X), de acUcares redutores totais (ART), glicose e
etanol expressos em g/L para o ensaio realizado a 32°C e planejado com taxa de diluicdo D = 0,13
ht,

Agitacdo Vazdo saida

Amostra t(h) X (g/L) ART (g/L) Glicose (g/L) P (g/L) pH (rom) (mL/min)

25 61 5,30 20,97 5,31 16,88 4,24 180 2,14
26 65 4,87 21,83 6,33 14,06 4,23 180 2,36
27 69 4,02 26,24 8,14 12,98 4,23 180 2,05
28 73 4,42 27,68 7,63 7,07 4,40 180 2,13
29 77 4,22 28,75 8,96 12,72 4,50 180 2,13
30 81 4,13 30,01 9,58 10,38 4,22 180 2,11
31 85 3,60 35,32 12,37 11,51 4,23 180 2,10
32 89 3,95 36,42 12,28 10,98 4,22 180 2,23
33 93 4,15 38,98 12,11 11,81 4,23 180 2,23
34 97 3,16 37,22 11,57 9,60 4,30 180 2,12
35 101 2,39 37,22 13,44 10,40 4,32 180 2,01
36 105 2,86 43,06 12,81 7,42 4,34 180 2,00
37 109 3,01 47,28 14,35 9,69 4,33 180 2,13
38 113 3,08 47,72 16,12 9,76 4,35 180 2,06
39 117 2,88 48,34 15,74 9,08 4,26 180 2,17
40 121 2,03 35,50 19,82 790 4,24 180 2,18
41 125 2,24 25,83 18,30 7,57 4,15 180 2,18
42 129 2,02 16,42 14,74 7,66 4,16 180 2,40
43 133 1,82 14,58 12,97 7,55 180 2,40

D.3. DADOS DO ENSAIO EM REGIME CONTINUO COM D = 0,14 H*!

Tabela 29 - Valores de pH, agitacdo do eixo do reator, vazdo de retirada de meio do reator e
concentracdes celular em base Umida (X), de acUcares redutores totais (ART), glicose e etanol

expressos em g/L para o ensaio realizado a 32°C e planejado com taxa de diluicdo D = 0,14 h,

Agitagdo Vazdo saida

Amostra  t (h) X (g/lL) ART (g/L) Glicose (g/L) P (g/L) pH (rom) (mL/min)

0 0 9,26 66,04 26,19 0,00 5,29 180
1 15 9,88 63,38 25,29 1,98 517 180
2 3 11,96 42,67 15,53 546 5,05 180
3 4,5 14,16 33,29 8,38 11,96 4,96 180
4 6 14,63 12,57 1,11 15,83 4,95 180
5 7,5 17,79 5,01 0,69 2159 5,02 180
6 9 16,62 5,85 0,69 21,29 5,05 180
7 11 15,01 571 1,67 24,01 4,88 180 2,23
8 13 13,41 2,84 0,72 24,29 4,83 180 2,20
9 15 12,94 3,93 1,27 2499 4,79 180 2,34
10 17 11,34 4,71 0,23 26,26 4,78 180 2,40




Tabela 29 — continuacéo - Valores de pH, agitacdo do eixo do reator, vazdo de retirada de meio do
reator e concentracdes celular em base Umida (X), de acUcares redutores totais (ART), glicose e
etanol expressos em g/L para o ensaio realizado a 32°C e planejado com taxa de diluicdo D = 0,14
ht,

Agitacdo Vazéo saida

Amostra  t(h) X (g/L) ART (g/L) Glicose (g/L) P (g/L) pH (rom) (mL/min)

11 19 11,51 6,09 0,33 25,88 4,74 180 2,32
12 21 6,53 5,98 0,19 2574 4,72 180 2,24
13 23 5,74 6,61 0,20 2494 4,69 180 2,26
14 25 511 6,92 0,28 24,45 4,66 180 2,46
15 27 4,92 8,47 0,73 18,24 4,65 180 2,30
16 29 4,02 9,36 0,75 27,10 4,60 180 2,31
17 31 4,32 10,10 0,80 2431 4,59 180 2,38
18 33 3,21 10,71 1,17 23,63 4,54 180 1,92
19 37 3,33 12,39 1,38 16,36 4,44 180 2,22
20 41 3,36 12,57 1,28 20,81 4,26 180 2,35
21 45 2,40 14,12 1,78 19,91 4,16 180 2,34
22 49 2,52 15,67 2,59 19,10 4,11 180 2,28
23 53 2,20 19,01 3,12 16,79 4,09 180 2,20
24 57 2,27 20,33 3,63 16,06 4,08 180 2,31
25 61 2,08 21,50 4,13 15,66 4,07 180 2,31
26 65 2,08 22,44 4,29 15,15 4,07 180 2,36
27 69 1,91 23,94 511 14,05 4,07 180 2,42
28 73 2,17 19,72 8,75 13,21 4,12 180 2,28
29 77 2,13 18,82 10,71 13,01 4,12 180 2,31
30 81 2,23 27,93 12,18 12,80 4,11 180 2,40
31 85 2,10 29,30 13,31 12,01 411 180 2,36
32 89 1,98 18,44 14,60 11,04 4,12 180 2,40
33 93 2,30 35,47 15,94 9,91 4,13 180 2,31
34 97 2,30 24,13 13,71 9,04 4,13 180 2,25
35 101 2,13 40,64 14,73 760 411 180 2,30
36 105 1,86 25,32 13,41 7,58 4,09 180 2,35
37 109 1,83 34,66 14,10 6,98 4,04 180 2,32
38 113 1,86 29,45 12,41 7,40 3,98 180 2,29
39 117 2,39 34,00 14,34 7,21 391 180 2,30
40 121 2,28 35,09 16,87 7,40 3,86 180 2,38

41 125 2,14 35,04 12,52 7,15 3,82 180 2,38




D.4. DADOS DO ENSAIO EM REGIME CONTINUO COM D = 0,08 A 0,10 H!

Tabela 30 - Valores de pH, agitacdo do eixo do reator, vazdo de retirada de meio do reator e
concentracdes celular em base Umida (X), de acUcares redutores totais (ART), glicose e etanol
expressos em g/L para o ensaio realizado a 32°C e planejado com taxa de diluicdo D = 0,08 a 0,10
ht,

Agitacdo Vazéo saida

Amostra  t(h) X (g/L) ART (g/L) Glicose (g/L) P (g/L) pH (rom) (mL/min)

0 0 6,38 91,66 39,07 0,00 545 180

1 15 8,24 81,16 33,87 2,09 519 180

2 3 7,15 82,28 28,79 4,88 5,09 180

3 4,5 11,30 57,08 15,64 13,69 5,09 180

4 6,5 8,19 3511 541 25,68 5,08 180 1,45
5 8,5 5,84 20,96 1,77 26,37 5,07 180 1,45
6 10,5 9,41 11,90 0,33 30,45 5,07 180 1,45
7 12,5 9,05 8,52 0,17 38,15 5,07 180 1,45
8 14,5 9,80 9,44 0,18 38,10 5,07 180 1,45
9 16,5 10,57 8,47 0,18 40,86 5,07 180 1,45
10 18,5 11,72 8,84 0,76 38,38 5,07 180 1,45
11 20,5 12,77 8,73 0,15 39,59 5,07 180 1,45
12 22,5 6,22 4,66 0,15 42,17 5,07 180 1,45
13 24,5 7,56 9,19 0,19 38,90 5,07 180 1,45
14 26,5 8,28 5,02 0,16 37,09 5,06 180 1,43
15 28,5 7,53 10,33 0,19 43,45 5,03 180 1,37
16 32,5 6,15 6,22 0,21 45,20 4,98 180 1,37
17 36,5 5,93 11,70 0,19 3570 4,95 180 1,31
18 40,5 5,90 13,00 0,22 35,76 4,89 180 1,26
19 44,5 5,93 12,75 0,19 35,69 4,79 180 1,41
20 48,5 3,81 15,37 0,47 43,77 4,65 180 1,46
21 52,5 3,74 12,80 0,19 29,88 180 1,42
22 56,5 4,21 11,09 0,25 29,08 443 180 1,41
23 60,5 3,85 9,44 0,19 22,72 4,38 180 1,40
24 64,5 4,60 5,02 0,37 23,23 4,35 180 1,41
25 68,5 2,89 10,42 0,19 2251 4,34 180 1,41
26 72,5 4,03 11,37 0,54 20,61 4,32 180 1,40
27 76,5 3,68 10,79 0,19 21,87 431 180 1,40
28 80,5 2,60 11,83 0,73 19,64 4,29 180 1,29
29 84,5 2,24 11,79 0,19 20,26 4,27 180 1,33
30 88,5 4,48 11,09 0,57 18,87 4,23 180 1,32
31 92,5 5,97 10,29 0,19 20,20 4,19 180 1,32
32 96,5 2,79 12,77 0,88 18,77 4,15 180 1,28
33 100,5 2,44 12,24 0,19 20,80 4,12 180 1,29
34 104,5 2,90 6,51 0,11 19,58 4,04 180 1,39
35 108,5 2,42 16,80 0,85 1529 4,10 180 151
36 1125 4,39 13,94 0,87 15,50 4,02 180 1,63




Tabela 30 — continuacéo — Valores de pH, agitacao do eixo do reator, vazao de retirada de meio do
reator e concentracdes celular em base umida (X), de acglcares redutores totais (ART), glicose e
etanol expressos em g/L para o ensaio realizado a 32°C e planejado com taxa de diluicdo D = 0,08
a 0,10 ht.

Agitacdo Vazéo saida

Amostra  t(h) X (g/L) ART (g/L) Glicose (g/L) P (g/L) pH (rom) (mL/min)

37 116,5 1,48 6,50 0,11 19,48 3,93 180 1,62
38 120,5 1,76 8,40 0,35 18,86 3,89 180 1,62
39 134,5 3,95 50,91 15,54 17,75 4,27 180 1,52
40 137 4,28 62,23 19,17 16,44 4,30 180 1,68
41 141 5,26 59,27 16,23 20,85 4,24 180 1,69
42 145 3,79 58,83 14,32 21,69 4,20 180 1,64
43 149 6,96 41,53 9,07 22,14 180 1,62
44 153 3,62 38,96 9,09 18,07 180 1,56
45 157 2,63 22,58 4,75 21,64 4,05 180 151
46 162,5 7,07 13,58 0,46 24,63 3,97 180 1,59
47 164,5 2,65 7,57 0,13 25,16 3,93 180 1,62
48 166,5 6,54 7,89 0,09 21,33 3,87 180 1,67
49 168,5 6,60 5,02 0,08 18,41 3,83 180 1,41
50 170,5 4,04 4,00 0,08 20,74 180 1,41

51 172,5 4,75 5,78 0,07 16,58 180 1,41




