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Resumo:

O objetivo desse projeto foi identificar a interferéncia do reciclo de células em
ensaios de fermentacdo continua utilizando Saccharomyces cerevisiae para a
producdo de etanol. Primeiro, foi estudado a diferenca de vazdo nos ensaios e sua
influéncia na estabilidade do processo, para depois escolher o melhor método para
reciclo. Foi identificado nos dois primeiros ensaios sem reciclo, que a concentracao
de células diminui durante a fermentacdo devido a saida junto com o mosto,
aumentando a concentracdo de acucares e diminuindo a producédo de etanol, logo,
diminuindo também a eficiéncia da fermentagdo. Depois, utilizou-se o0 método de
reciclo de células por membranas Millipore (1,2 um), porém nao foram eficientes ao
filtrar devido seus pequenos poros ficarem sobrecarregados. Utilizou-se entdo o
meétodo de centrifugacdo do mosto de saida, devolvendo praticamente todas as
células que saiam ao reator.

Introducao

O etanol € uma fonte de energia alternativa, substituto dos combustiveis fésseis
gue se encontram cada vez mais em falta, e, por isso, grande alvo de pesquisas.
Pode-se obté-lo através da fermentacdo alcodlica de acgucares utilizando
microorganismos. Estes acUcares podem ser extraidos da cana-de-aclUcar para a
producdo de etanol utilizando no processo de inversdo de sacarose em glicose e
frutose.

O processo de fermentagdo pode ser feito de forma descontinua, descontinua
alimentada, semicontinua ou continua. Na fermentacdo descontinua a solugéo
nutriente esterilizada no fermentador € inoculada com microrganismos e incubada
no instante inicial. No processo descontinuo alimentado, um ou mais nutrientes sao
adicionados ao fermentador durante o cultivo e os produtos permanecem até o final
da fermentacdo. No processo semicontinuo, coloca-se no reator o meio de
fermentacdo e o inoculo, retira-se parte do meio fermentado apds o término da
fermentacdo, mantendo-se o restante do mosto no reator e adiciona-se um novo
meio de fermentacdo com volume equivalente aquele retirado.

A fermentagdo continua caracteriza-se por possuir uma alimentac¢ao continua de
meio de cultura a uma determinada vazao constante, sendo o volume de reacdo
mantido constante através da retirada continua de caldo fermentado. (BORZANI et
al 2001). Ha muitas vantagens no processo de fermentagcdo continuo, como, por
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exemplo, manter estavel o estado de cultura sob 6timo crescimento e producédo em
condi¢des préprias por longos periodos de tempo, reduzindo o investimento de
capital do fermentador, e ter a oportunidade de maximizar a eficiéncia de sua
utilizacdo quando ha um ou mais nutrientes sendo alimentados. Porém, por causa
dos longos periodos de operacao, ha alta suscetibilidade de contaminacéo, exigindo
maiores cuidados com a esterilidade do meio, e perda de micro-organismos na
retirada do fermentado, sendo necessaria a manutencdo da fisiologia do agente
microbiano (devido a possibilidades de mutacdes) e com a homogeneidade do meio
de cultivo. (COONEY, 1986). Para minimizar a perda de microrganismos, utiliza-se
o reciclo de célula.

O objetivo deste trabalho €, entdo, estudar o melhor método de reciclo para
células e sua influéncia na producdo de etanol em processo continuo atraves de
Saccharomyces cerevisiae.

Materiais e métodos

Materiais

Foi aplicado como inoculo a Saccharomyces cerevisiae da marca ltaiquara,
uma levedura seca, mesofila e aerdbia facultativa. O mel utilizado nos experimentos
foi disponibilizado pela Usina Santa Terezinha - Unidade Iguatemi, e foi invertido
com a enzima invertase. Para esterilizacdo dos vidros e do meio de cultura foi
utilizada autoclave. O reator foi um fermentador da marca Tecnal com volume total
de 5L, cuja temperatura foi mantida constante em 32°C durante todo o experimento.
Para destilacédo, foi operado um microdestilador da marca Tecnal. Para analisar a
concentracdo de célula e ART, usou-se um espectrofotbmetro da marca Scimadzu.
Para analisar a concentracao de etanol foi manuseado um cromatografo Agilient.

Métodos

Preparacao do mel

O mel deve ser diluido, nutrido, invertido e esterilizado antes da fermentacéo.
Nutre-se o mel com ureia [concentracdo 0,5g L"(-1)] e KH,PO4 [concentracdo 1,179
L™(-1)]. A inversao é realizada utilizando 0,02% de enzima em relacdo a massa de
sacarose presente no mel e 5% em volume de tampéo pH 4,5. O mel é deixado em
banho a 50°C com agitacdo durante 2h até que toda sacarose tenha se invertido em
glicose e frutose. Esse processo de hidrolise da sacarose € utilizado a fim de liberar
glicose e frutose para serem consumidas para a producdo de etanol sem a
necessidade do microrganismo ter de produzir/secretar enzimas para realizar esta
hidrélise (SILVA, 2016). ApGs a inversdo, o mel e todas as vidrarias utilizadas
durante o ensaio sao esterilizados em autoclave por 20 min e 1 atm.

Fermentacéao

No reator montado com todas as suas pecas ja esterilizadas, adiciona-se o
mel diluido com os nutrientes, as leveduras em suspensdo e agua destilada na
guantidade calculada para a concentragéo final desejada. Retira-se uma amostra
inicial para analise e entdo inicia-se o ensaio com o reator vedado.

Analise de concentracao celular (Olivo, 1985)
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A levedura é ressuspendida, centrifugada e lavada por 3 vezes. Dilui-se a
amostra para que a concentragdo de células fique entre 0,1g L(-1) e 10g L(-1). O
espectrofotdmetro deve ser usado com comprimento de onda de 610 mm.

Analise de concentracao de glicose

Dilui-se a amostra para que a concentracao do sobrenadante esteja entre 0 g
LN-1) e 1 g LN(-1). Adiciona-se 2 mL de reagente GOD-PAP a 0,1 mL de amostra.
Leva-se a banho Dubnhof a 37°C por 15 min. Adiciona-se 3 mL de 4gua destilada e
usa-se o0 espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 525 mm.

Andlise de concentracdo de agucares redutores totais (ART)

Dilui-se a amostra para que a concentracdo do sobrenadante esteja entre Og
LN-1) e 1 g L(-1). Adiciona-se 2,5 mL de DNS a 0,5 mL de amostra. Levar a banho
de agua fervente por 10 min para inativar as leveduras restantes e resfriar apos por
5 min. Adiciona-se 3 mL de agua destilada e |é-se no espectrofotdometro com
comprimento de onda de 600 mm.

Andlise de concentracao de frutose

Subtrai-se a medida de concentracdo de ART pela concentracéo de glicose.

Andlise de concentracdo de etanol

Injeta-se 1 yL da amostra no cromatografo apds a microdestilacdo, em que €
completado o volume de destilado para 10 mL (igual ao volume de sobrenadante
inserido no microdestilador). O cromatografo deve ser usado com tempo de
retencéo de 3 min.

Resultados e Discussao

O estudo comecou analisando a interferéncia da variacdo da vazdo no
processo, utilizando mel invertido por hidrélise ndo clarificado, afim de comparar
posteriormente a influéncia da clarificacdo na fermentacdo. Foi preparado, entéo, 2
ensaios com diferenca de vazéo.

Ensaio 1

Planejamento:

» Tempo de duracdo do periodo descontinuo alimentado: 1h52min

* Vazao de entrada do periodo descontinuo alimentado:24,5mLmin”(-1)
* Tempo de duracao do periodo descontinuo: 1h48min

* Tempo de duracédo do periodo continuo: 5h20min

* Vazao de entrada/ Vazéo de saida do periodo continuo: 12,5 ml/min

» Concentracdo de acucar inicial [S]: 178 g min”(-1)

» Concentracao de célula inicial [X]: 23 g min”(-1)

Resultados:
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Durante o processo continuo, houve uma queda da concentracédo celular de
aproximadamente 17,2 g L”(-1) devido a alta vaz&o de saida. Esta quantidade é
significativa para a produtividade da fermentacéao.

Ao fim do periodo descontinuo, percebe-se que a célula havia consumido
guase toda glicose no reator. Ao iniciar o continuo, a glicose passou a sobrar no
reator devido a perda de célula pela saida. Ao desligar a bomba de entrada devido
a instabilidade, a concentracdo de glicose diminui, indicando maior consumo.
Depois de liga-la novamente, a concentracao voltou a subir.

Ao contrario da glicose, percebe-se na Figura 1 que a célula ndo consumiu
toda frutose ao fim do periodo descontinuo. Isso aconteceu porque a levedura
consome glicose e frutose ao mesmo tempo, porém possui uma preferéncia pela
glicose. A sobra de frutose até o fim do periodo continuo também pode ser
percebida, influenciada pelo decréscimo da concentracdo de células.

O etanol atingiu seu pico de producdo um pouco antes do fim do periodo
descontinuo. Ao longo do processo continuo permaneceu praticamente constante
até o ponto 15, mas depois houve uma queda na concentracdo. Pode-se destacar
gue isso ocorreu logo apods a instabilidade do volume do mosto no reator. Segue
abaixo a Figura 1 como o grafico das concentra¢des do ensaio 1:
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Figura 1. Resultados das concentracdes das substancias do Ensaio 1
Ensaio 2

Planejamento:
» Tempo de duracédo do periodo descontinuo alimentado: 51 min
* Vazao de entrada do periodo descontinuo alimentado: 54 mL min”(-1)
* Tempo de duracao do periodo descontinuo: 2h39min
* Tempo de duracédo do periodo continuo: 5h20min
* Vazao de entrada/ Vazéo de saida do periodo continuo:14ml min”(-1)
» Concentracdo de acucar inicial [S]: 178 g L(-1)
» Concentracao de célula inicial [X]: 23 g L"\(-1)

Resultados:
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Apés o0 inicio do processo continuo, também houve um decréscimo na
concentragdo de levedura de 17,9 g L(-1) causado pela alta vazéo de saida.

A glicose é quase totalmente consumida no fim do periodo descontinuo, mas
apos o inicio do continuo ela passou a sobrar. Devido a diminui¢do do volume do
mosto no reator, percebe-se novamente uma queda da concentra¢do, mas, apos o
volume retornar ao original, o comportamento do grafico na Figura 2 indica que a
glicose praticamente ndo é mais consumida.

A concentracdo de agUcares redutores totais cresceu apés o inicio do processo
continuo, sofreu uma queda devido a instabilidade do volume do mosto, e ap0s isso
a concentracdo subiu, indicando que a levedura consome menos a glicose e a
frutose.

A concentracao de etanol atingiu seu méaximo no fim do processo descontinuo.
A producéo ficou constante nos primeiros instantes do continuo, aumentou apoés a
diminuicédo do volume do mosto, e caiu significativamente apds voltar a estabilidade,
pois a concentracdo de ceélulas também caiu. Segue abaixo a Figura 2 com o
grafico das concentracdes do ensaio 2:
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Figura 2. Resultados das concentracdes das substancias do Ensaio 2

Conclusoes

Através destes 2 ensaios foi possivel perceber que qualquer instabilidade no
processo pode interferir no andamento da fermentacdo. Realizando uma analise
mais profunda, percebe-se que quando o volume do reator diminuiu devido a alguma
variacdo nas bombas de entrada ou saida, a levedura consumiu uma maior
guantidade de acucares. Consumindo mais acucar, a producdo de etanol tambéem
aumentou.

Também é possivel perceber que ao longo do processo continuo, devido a saida
de mosto, a concentragdo de célula diminuiu significativamente. Logo, acUcar
passou a sobrar e a producao de etanol também diminuiu.
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