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Resumo

Para atender o crescimento do consumo, da exportacdo de etanol e cumprir com 0s
compromissos estabelecidos na COP 21 (212 Conferéncia do Clima) e no Protocolo de Quioto
sera necessario aumentar a producdo de etanol nos proximos anos. Esse objetivo pode ser
alcancado por meio do emprego de novas linhagens de levedura, de novas matérias-primas e de
novas técnicas de extracdo. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de
etanol por Kluyveromyces marxianus, uma levedura termotolerante, e sua remocao por arraste
empregando didxido de carbono durante a fermentagdo (stripping). Experimentos foram
realizados em frascos agitados na faixa de temperatura entre 36 a 44 °C com a levedura K.
marxianus e na faixa de 34 e 40 °C com a levedura Saccharomyces cereviae (linhagem
comercial e industrial) para comparar o desempenho de ambas leveduras. A levedura
termotolerante foi avaliada em meio composto por caldo de sorgo sacarineo e melago em
experimento em frascos agitados a 40 °C. Experimentos realizados em biorreator (volume 2L)
operado em modo batelada sem arraste e empregando arraste com dioxido de carbono (vazdes
especificas de 1,0, 1,5 e 2,5 vvm) foram realizados com a levedura K. marxianus. Em todos 0s
experimentos foram calculados os pardmetros cinéticos e de rendimento. Realizou-se a
modelagem matematica do processo empregando cinética de Levenspiel. O processo de
stripping também foi modelado utilizando cinética de primeira ordem. Os parametros do
modelo foram estimados por algoritmo genético. As fermentacdes a 40 °C com a levedura K.
marxianus alcancaram desempenho dentro da faixa observada nas usinas brasileiras. O sorgo
sacarino mostrou ser uma matéria-prima promissora e a levedura termotolerante foi capaz de
consumir todos os agucares presentes no meio de cultivo. Nos experimentos com stripping
houve o aumento da produtividade volumétrica, sendo o maior valor obtido no experimento
realizado a 1,0 vwm (9,02 gg/L-h). O modelo matematico proposto forneceu uma descrigdo

adequada dos processos fermentativos realizados.

Palavras-chave: Fermentacdo alcodlica; Saccharomyces cerevisiae; Kluyveromyces marxianus;

Arraste por dioxido de carbono; Modelagem matematica.



Abstract

To attend the increase in Brazilian ethanol consumption and exportation, and also to comply with
the goals established in the COP 21 and Quioto protocol, it will be necessary to increase the ethanol
production in the next years. This purpouse can be achieved by using new yeast strains, new raw
materials, and new extraction techniques. Thus, the objeticve of this work was evaluated the ethanol
production by Kluyveromyces marxianus, a thermotolerant yeast, and its remotion by carbon
dioxide stripping throughout the fermentation. In this work, fermentation experiments were carried
out in agitated flasks in temperature range from 36 to 44 °C using K. marxianus and in the range
from 34 to 40 °C using Saccharomyces cereviae (commercial and industrial strains) to compare the
performance of both yeasts. Thermotholerant yeast was evaluated using a medium composed by
sweet sorghum and molasses in experiments carried out in agitated flasks at 40 °C. Assays with K.
marxianus were carried out in a bioreactor (2 L) operated in batch mode and using carbon dioxide
stripping (specific flow rates of 1.0, 1.5 and 2.5 vvm) . For all fermentation experiments the main
Kinetic parameters and yields were calculated. The fermentation process was modeled using
Levenspiel Kinetic. Stripping process was also modeled considering a first order kinetic. The model
parameters were estimated by genetic optimization algorithm. Fermentations carried out at 40 °C
with K. marxianus yeast exhibit a similar performance to that obtained in most Brazilian mills.
Sweet sorghum demonstrated to be a promising raw material and the thermotolerant strain was able
to consume all the sugars present in the broth. In the stripping experiments it was observed an
increase in the value of the ethanol volumetric productivity. The higher value (9.02 ge/L-h) was
obtained in the experiment carried out at 1.0 vvm. The proposed mathematical model was able to
adequately describe the fermentation processes.

Key-words: Ethanol Fermentation; Saccharomyces cerevisiae; Kluyveromyces marxianus; Carbon

dioxide stripping; Mathematical modelling.
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Introducéo 1

1 Introdugéo

O etanol é o biocombustivel mais utilizado no mundo e o processo de producéo
de etanol de primeira geracdo no Brasil ja estd bem estabelecido, com 0s menores custos e a
maior produtividade do mundo (PACHECO, 2011). Entretanto, nos proximos anos havera a
necessidade de se aumentar a producdo deste biocombustivel para atender o crescimento do
consumo e da exportacdo (FIESP, 2013), bem como para honrar com 0s compromissos
assumidos pelo Brasil na 212 Conferéncia do Clima (COP 21) (UNICA, 2015) e no Protocolo
de Quioto (MAPA, 2012). Para tal, pode-se recorrer tanto ao aperfeicoamento das tecnologias
para producdo de etanol de primeira geracdo (1G), quanto ao desenvolvimento cientifico e
tecnoldgico para producdo de etanol de segunda geracdo (2G). Em se tratando da producdo de
etanol 1G, pode-se citar como maneiras de aumentar a produtividade do processo, a selecdo de
novas linhagens de levedura, o desenvolvimento de tecnologias de extracdo de etanol que
minimizem o efeito inibitério do metabolismo celular, a racionalizacdo do uso de &gua
(PACHECO, 2011) e a introducdo de novas matérias-primas capazes de aumentar os niveis de
producio (PACHECO®, 2012).

Com relacdo a selecdo de novas linhagens, destaca-se o uso de leveduras
termotolerantes, que sdo capazes de manter o seu metabolismo a temperatura igual ou superior
a 40 °C (BANAT et al., 1998). Estas leveduras ganham especial atencdo em locais de clima
guente, pois manter a temperatura Otima de fermentacdo pode se tornar caro ou inviavel
(HACKING et al., 1984). As leveduras termotolerantes podem ainda proporcionar economia
de energia, devido a reducdo nos gastos com resfriamento dos reatores (KUMAR? et al., 2013),
aumento da produtividade (altas taxas de consumo de substrato e de formacdo de produto)
(EIADPUM et al., 2012), possibilidade de se utilizar o processo de arraste gasoso como método
para extracdo de etanol (BANAT et al., 1998) e restricdo nas chances de contaminacdo por
microrganismos mesofilos, como Williopsis sp., Candida sp., Zygosaccharomyces sp.
(NUANPENG et al., 2016). Dentre as linhagens termotolerantes, a Kluyveromyces marxianus
oferece como vantagens a alta velocidade de crescimento celular e a habilidade de utilizar uma
vasta gama de substratos, tais como: caldo de cana-de-agUcar, agua de maceracdo de milho,
melaco, soro de leite (RADECKA et al., 2015), substratos compostos por xilose, xilitol,
celobiose, entres outros (NONKLANG et al., 2008).

No que se refere a possibilidade de se introduzir novas matérias-primas para

aumentar a produtividade do processo de producdo de etanol 1G, coloca-se em evidéncia 0
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sorgo sacarino. Esta espécie possui colmos ricos em agulcares fermentesciveis, € uma cultura de
ciclo rapido de crescimento (quatro meses) e € totalmente mecanizéavel (plantio por sementes,
tratos culturais e colheita) (DURAES, 2011). Estudos recentes demostraram que o desempenho
do sorgo pode ser comparado com o das duas matérias-primas mais utilizadas na producao de
etanol, cana-de-acucar (FERNANDES et al., 2014) e milho (VLACHOQOS, et al., 2014). No
Brasil, a possivel utilizacdo desta matéria-prima tem como objetivo complementar a producédo
de etanol durante a entressafra da cana-de-agUcar, reduzindo o periodo de ociosidade das
destilarias (DURAES, 2011). Mas em paises como india e China, o sorgo se destaca
principalmente pelas suas caracteristicas agrondmicas, pois esta espécie ¢ eficiente no uso da
agua e de insumos e apresenta bom desenvolvimento em diferentes tipos de clima e solo
(MAGALHAES et al., 2007; RIBAS, 2007; PURCINO, 2011; FERREIRA, 2012).

A produtividade do processo fermentativo esta fortemente atrelada ao
metabolismo celular. Dentre os fatores que podem influenciar a producdo de etanol, tem-se a
inibicdo do metabolismo celular pela presenca deste produto em altas concentragcdes. Uma
forma de minimizar este efeito é através do uso de técnicas de remocdo de etanol do meio
fermentativo, tais como: arraste gasoso, Vvacuo, pervaporacao, extracdo liquido-liquido e
adsorcdo. A remocdo de etanol pela técnica do arraste gasoso apresenta como vantagens a sua
relativa simplicidade, a opgdo de se utilizar o dioxido de carbono produzido durante a
fermentacdo como gas de arraste (VANE, 2008), baixo custo de operacdo, ndo ha risco de se
ter problemas de incrustacdo ou entupimento, como na técnica de pervaporacdo (PONCE,
2015), ndo remove nutrientes nem as células do meio (PARK E GENG, 1992) e € possivel

utilizar a mesma temperatura do fermentador (VANE, 2008).
1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo geral
Baseado no que foi exposto, 0 objetivo geral desta dissertacdo de mestrado foi

avaliar o desempenho fermentativo de uma linhagem da levedura Kluyveromyces marxianus

isolada de uma unidade industrial de producéo de etanol.
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1.1.2 Objetivos especificos

Para a concretizacdo do objetivo geral, foram desenvolvidas as seguintes etapas:
e implementacdo de protocolo de propagacdo da levedura K. marxianus em biorreator de
bancada a 40 °C;
e ensaios de fermentacdo em frascos agitados para comparacdo do desempenho fermentativo
da levedura K. marxianus a 40 °C com o de linhagens da levedura Saccharomyces cerevesiae,
comercial (AB Brasil, Pederneiras, SP) e industrial (Y-904), a 34 e 40 °C;
¢ ensaios de fermentacao em frascos agitados para avaliacdo do comportamento da levedura K.
marxinanus em diferentes meios fermentativos compostos por misturas de sorgo sacarino e
melaco;
¢ ensaios de fermentacdo em frascos agitados para avaliacdo do comportamento da levedura K.
marxinanus na faixa de temperatura de 36-44 °C;
e ensaios de fermentacdo com a linhagem de K. marxianus em biorreator operado no modo
batelada (fermentacdo convencional) e batelada com arraste de etanol por diéxido de carbono
(fermentacdo extrativa);
e modelagem e simulagdo dos processos fermentativos em frascos agitados em diferentes

temperaturas e em biorreator empregando modelo cinético hibrido Monod-Levenspiel.
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2 Reviséo Bibliogréafica
2.1 Biocombustiveis: cenario e classificacédo

O termo bioenergia refere-se a energia derivada da conversdo de biomassas.
Biomassa é toda matéria organica derivada de plantas ou animais, que pode ser decomposta e
esta disponivel de forma renovavel, como por exemplo: madeira, residuos organicos e culturas
agricolas (IEA, 2015). Como produtos gerados a partir da conversdo dessas matérias-primas
estdo os biocombustiveis, utilizados no transporte (etanol e biodiesel) e produtos utilizados na
geracdo de energia elétrica (vapor e gases) e calor (vapor). Na Figura 1, ilustram-se as rotas

tecnoldgicas de conversdo de biomassas.

Figura 1 - Conversédo da biomassa em calor, energia elétrica e biocombustiveis.

Biomassa |

Conversio Conversio Conversio
termoquimica bioquimica fisico-quimica

Combustio Gaseificacio ‘ Pirélise Digestao Fermentacio ‘ Transesterificacio

Gas/Metanol/ t 4s/0 \\ \\ ‘ t
\\ Vapor ‘ I\ asrvietano Gis/Oleo ‘ Biogas Etanol Biodiesel ‘

Hidrogénio diesel/Carvio | |
J

Fonte: adaptado de Turkenburg (2000).

De acordo com dados da IEA (International Energy Agency), em 2014 a
produgdo mundial de petroleo foi de 31%, a de carvdo 29%, de gas natural 21%, de
biocombustiveis 10% e 9% de outras fontes (hidro, nuclear, geotérmica e calor). Quanto ao
setor de transporte, 92% do combustivel consumido foi proveniente de derivados do petréleo,
4% de gas natural, 3% de biocombustiveis, 1% de eletricidade e 0,1% de carvéo.

Dentre os produtos gerados a partir do processamento de biomassas, 0s
biocombustiveis apresentam-se como uma alternativa viavel a substituicdo do petrdleo, pois
podem ser produzidos em larga escala, sdo de origem renovéavel, sua utilizacdo diminuiria a
dependéncia pelas fontes fdsseis, reduziria impactos ambientais decorrentes da extracdo e

utilizacdo de combustiveis derivados do petroleo, além de proporcionar seguranca no
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fornecimento de combustiveis, uma vez que muitas reservas estdo localizadas em regides
politicamente instaveis (DALE, 2008).

Os biocombustiveis podem ser produzidos no estado liquido (etanol e biodiesel),
gasoso (biogas) ou sélido (lenha e carvédo). De acordo com a necessidade de processamento
podem ser classificados como primérios ou secundarios. Os biocombustiveis primarios
(madeira) ndo precisam ser processados e sédo utilizados para aquecimento, cozimento ou para
producdo de eletricidade, enquanto que os secundarios (etanol e biodiesel) sdo obtidos através
do processamento de biomassas e sdo empregados na industria e em veiculos (NIGAM e
SINGH, 2011).

Com base na matéria-prima e na tecnologia adotada no processamento da
biomassa, os biocombustiveis podem ser classificados como de primeira, segunda, terceira ou
quarta geracdo. Na Tabela 1 pode-se conferir a matéria-prima utilizada e o produto obtido em

cada geracéo.

Tabela 1 - Classificacdo dos biocombustiveis com base na tecnologia adotada na sua

producdo.

Geragao Principais matérias-primas Exemplos

Culturas alimentares: sementes
o ) oleaginosas, milho (matéria-prima o o
Primeira geracao - ) Etanol, biodiesel e biogas
amiléacea) e cana-de-acUcar

(matéria-prima agucarada)

Matérias-primas lignocelulésicas: o
) ) Etanol, biodiesel,
Segunda geracao residuos agricolas (palhas de ) o .
) ~ biometanol e biohidrogénio
cereais, bagaco da cana) e florestais

_ 3 Etanol, biodiesel,
Terceira geracéo Algas o - )
biohidrogénio e biometano

) Algas com metabolismo Etanol, biodiesel,
Quarta geracao o o . )
modificado biohidrogénio e biometano

Fonte: Unep (2009); Lu® et al. (2011); Oncel (2013).

O etanol é o biocombustivel mais utilizado no mundo e os pioneiros na producdo
em larga escala foram o Brasil e os Estados Unidos. No Brasil, o primeiro incentivo

governamental para producéo de etanol comegou em 1933, com a criagdo do Instituto do Agucar
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e do Alcool e pela criagio da Lei n° 737, que tornou obrigatdria a mistura de etanol na gasolina.
Em 1975, com o objetivo de reduzir a dependéncia do Brasil em relagéo ao petréleo importado,
o Programa Nacional do Alcool (Proélcool) foi lancado (LEITE e CORTEZ, 2007). Ja os
Estados Unidos comecaram a incentivar a producdo de etanol em 1975 pela publicacdo do
National Energy Policy Conservation Act (US CONGRESS, 1978; TYNER, 2007) em resposta
a crise do petroleo de 1973.

Atualmente os maiores produtores de etanol séo os EUA, Brasil, Europa, China
e Canada (RFA, 2015). Como matéria-prima, os EUA utilizam o milho; o Brasil, a cana-de-
acucar; a Europa, o trigo e a beterraba; a China, o milho, trigo e a mandioca, enquanto que no
Canada, destaca-se a producgdo de etanol a partir do milho e do trigo (GUO et al., 2014). Na

Figura 2, ilustram-se os dados da producdo mundial deste biocombustivel no ano de 2015.

Figura 2 - Producdo mundial de etanol.
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Fonte: adaptado de relatério da RFA-Renewable fuels association (2015).

2.2 Etanol de primeira geracéo (matéria-prima acucarada)

Como apresentado na Tabela 1, existem diferentes geragdes de biocombustiveis
e de matérias-primas que podem ser processadas para obtencéo de etanol. A ado¢do de uma
matéria-prima depende de varios fatores, tais como: disponibilidade, facilidade de transporte,
de estoque e de obtencéo, rendimento em etanol, custo do pré-tratamento e do processamento

(VASCONCELOQS, 2015). Industrialmente destaca-se a producao de etanol de primeira geracao
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a partir da cana-de-acucar e do milho, pois o processo industrial das outras geracfes ainda esta
em desenvolvimento, como é o caso do etanol de segunda geracdo no Brasil (UNICA, 2015).

O etanol de primeira geracdo pode ser produzido a partir de matérias-primas
acucaradas (cana-de-agucar, beterraba e sorgo sacarino) e amilaceas (milho, trigo e mandioca).
Independente da biomassa, agucarada ou amil&cea, o processo de producdo de etanol, consiste
basicamente nas seguintes etapas: tratamento da biomassa para obtengcdo de uma solucéo
acucarada, uso de leveduras ou bactérias para conversdo do acucar em etanol e CO:
(fermentacdo), separacdo do etanol do caldo fermentado (destilacdo) e se necessario,
desidratacédo do etanol (BARISANO et al., 2011).

Dando énfase as matérias-primas agucaradas e a producdo de etanol a partir da
cana-de-acucar, tendo como modelo o Brasil, pode-se dividir o processo nas seguintes etapas:
recepcdo, preparo e moagem da matéria-prima, tratamento e concentracdo do caldo, preparo do

mosto, fermentacéo, destilacéo e retificacao.

1) Recepcdo, preparo e moagem

Ao chegar na usina, a matéria-prima é pesada e analisada com o intuito de
quantificar a cana que esta entrando no processo e obter indicadores de qualidade (pol, Brix,
ART e fibras). No caso de excesso de matéria-prima a recomendacdo € que a cana seja estocada
por no méaximo 2 dias, pois pode ocorrer o ressecamento dos colmos, inversdo da sacarose em
glicose e frutose e contaminaces por bactérias, fungos ou leveduras selvagens (TONON,
2013).

A primeira etapa do preparo da cana para processamento é a lavagem, que pode
ser realizada a seco ou com agua. Nesta etapa remove-se materiais como areia, argila, palha e
pedras (TONON, 2013).

Apbs lavagem, a cana passa por picadores, desfibradores e espalhadores, que
uniformizam o material. Estes equipamentos preparam a cana para a moagem e embebicao,
rompendo 0s nds existentes entre os colmos, aumentando a densidade do material e tornando o
esmagamento mais eficiente, pois a massa torna-se compacta e uniforme. A partir desta etapa
ganha-se em rendimento no processo de extragdo de sacarose e na capacidade de moagem
(TONON, 2013).

Pronta para a extracdo a cana segue para a moenda. A moenda é geralmente
composta por 4 a 7 ternos em série. ApOs o primeiro terno a propor¢do de caldo em relacéo a

fibra fica muito pequena, tornando-se dificil a extracdo de mais caldo. Para contornar este
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problema, utiliza-se a embebicdo (LEITE et al., 2009). Este processo pode ser do tipo simples,
composto com reciclo (total ou parcial) ou misto (CAMARGO et al., 1990), sendo o tipo
composto o mais utilizado. Neste, agua é injetada na camada de cana entre os dois Ultimos
ternos e o caldo de cada terno é injetado antes do terno anterior até o segundo terno (LEITE et
al., 2009). Na Figura 3, apresenta-se um fluxograma ilustrativo do processo de embebic¢éo do

tipo composto.

Figura 3 - Extracao do caldo de cana-de-acUcar: embebi¢do composta com reciclo total.

AGUA

CANA

® 00 00 00 60

CALDO
MISTO

TERNO 1 TERNO 2 TERNO 3 TERNO 4 TERNO 5 TERNO 6

Fonte: adaptado de Camargo et al. (1990).

Apds a extracdo na moenda, o caldo segue para a etapa de tratamento e 0 bagaco

é enviado para as caldeiras (LEITE et al., 2009).

2) Tratamento do caldo

O caldo extraido na moenda ainda contém impurezas, como fibras, coloides,
terra, areia e argila, que devem ser removidos para que ndo interfiram no rendimento das etapas
seguintes (LEITE et al., 2009)

A primeira etapa do tratamento consiste no peneiramento do caldo em peneiras
rotativas com o objetivo de remover os bagacilhos (residuo do bagago). O caldo peneirado
segue para o tratamento e os bagacilhos retornam para a moenda (TONON, 2013).

Ap0s peneiramento, o caldo passa por esterilizacdo a 105 °C, resfriamento (para
evitar alteragcdes na composicgéo do caldo), floculagéo e decantacdo. A partir da decantagao tem-
se o0 caldo clarificado e o lodo. O caldo clarificado segue no processo e o lodo é filtrado e
misturado com o bagacilho. O caldo remanescente da filtracdo volta para o processo de
tratamento e a torta é utilizada como adubo agricola (TONON, 2013).
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3) Concentracdo do caldo, preparo do mosto e indculo

Para se otimizar o processo de fermentacdo e destilacdo o caldo deve conter
aproximadamente 20 °Brix, caso contrario, pode-se efetuar um processo de evaporacdo e/ou
adicionar melago, produto proveniente da fabrica de aclcar e que contém aproximadamente 88
°Brix. No caso de concentracdo do caldo por evaporacdo, este deve ser resfriado até uma
temperatura de 32-35 °C, faixa ideal para a fermentacdo (TONON, 2013).

Até meados da década de 90 iniciava-se a safra com leveduras oriundas da
industria de panificacdo. Contudo, notou-se que estas leveduras eram completamente
substituidas por leveduras nativas ainda no inicio da safra (BASSO et al., 1993). Assim, as
usinas comegaram a propagar a sua propria levedura para o inicio da safra. Hoje em dia,
unidades produtoras de biomassa fornecem grandes volumes de leveduras isoladas de usinas
brasileiras, que sdo utilizadas como in6culo ndo s6 para as unidades das quais foram isoladas,
mas também para outras unidades. Tais leveduras foram nomeadas com as iniciais das usinas
de origem, como por exemplo, levedura isolada da Usina Barra Grande, BG1, da Usina
Cresciumal, CR1, da Usina Santa Adélia, SA1, da Usina Catanduva, CAT1 e da Usina da Pedra,
PE1, PE2, entre outras (ANDRIETTA et al., 2006).

4) Fermentacdo
A fermentacdo é um termo geral para a degradacdo da glicose ou de outros

nutrientes organicos (NELSON e COX, 2008). Esta degradacdo se da por meio de uma série de
reacOes catalisadas por enzimas, como produto final dessas reacdes tem-se o piruvato, que pode
ser catabolizado por uma de trés rotas possiveis. Na primeira rota, em condic6es aerobias e por
meio do ciclo do &cido citrico (ciclo de Krebs), o piruvato pode ser convertido a COz e H20,
metabolismo tipico de plantas, animais e células microbianas. Na segunda rota, o piruvato é
convertido em lactato via fermentacéo do acido lactico, caracteristico do metabolismo de alguns
tecidos e células, como eritrdcitos. E por fim, na terceira rota, o piruvato é convertido a etanol
e CO2 em um processo denominado de fermentacédo alcodlica, metabolismo tipico de leveduras
(NELSON e COX, 2008).

No caso da fermentacdo alcodlica do caldo de cana-de-agucar que é rico em
sacarose, primeiro ocorre o desdobramento desta substancia em outras que séo diretamente
fermentesciveis, como a glicose e a frutose. Este desdobramento ocorre por meio de uma reacdo
catalisada pela enzima invertase (Equacdo 1) (CAMARGO et al., 1990). Apo6s, 0 piruvato é

convertido a etanol e CO. em duas etapas, primeiro ele € descarboxilado em uma reagdo
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irreversivel catalisada pela piruvato-descarboxilase e forma uma mdlecula de acetaldeido, que
na segunda etapa € reduzida a etanol pela enzima &lcool desidrogenase (NELSON e COX,
2008). A Equacdo 2 representa a reacdo global da fermentacao e a Equacéo 3, a transformacao

do piruvato em etanol e COa.

invertase X
Sacarose + H,O —— Glicose + Frutose (1)

Glicose +2ADP +2Pi — 2Etanol + 2CO, + 2ATP + 2H,0 (2)

piruvato descarboxilase , .
alcool desidrogenase

Piruvato Acetaldeido e« Etanol 3)
l co,

O rendimento tedrico da Equacdo 2 em termos de crescimento celular de
leveduras (Saccharomyces cerevisiae) é de 0,12 Qesiulas/Qglicose. J& em termos de produgéo de
etanol o rendimento tedrico é de 0,51 Jetanol/Jglicose OU 0,54 Jetanol/Jsacarose (PACHECO?, 2012).
Na prética, o rendimento em etanol alcancado é de aproximadamente 90-95% do valor teorico
(BADINO e CRUZ, 2012), pois além de etanol, a glicose é convertida em células e outros
compostos, tais como: glicerina, acido succinico, alcoois amilico, isoamilico, butilico e outros
(CAMARGO et al., 1990).

No que concerne ao processo industrial, a fermentacdo ocorre em dornas,
fechadas, com fundo cdnico e o controle de temperatura é realizado por meio de sistema de
resfriamento. No topo das dornas ha captacdo do CO> gerado, que passa por lavagem com agua
em contra-corrente para recuperagdo do etanol que sai por arraste (TONON, 2013).

O processo fermentativo pode ser realizado em diferentes modos de operacao,
tais como: batelada, batelada alimentada e de forma continua. O modo de operacao em batelada
comeca com a propagacao das leveduras em condicGes aerdbias, com o objetivo de se alcancar
a concentracdo de células apropriada para o processo fermentativo. Ap6s a propagacdo, as
leveduras sdo inoculadas e o processo se inicia de modo anaerdbio. A principal desvantagem
deste processo consiste nos custos operacionais e de matéria-prima necessarios para garantir as
taxas de producdo de etanol e de crescimento celular a cada batelada, pois neste modo as
leveduras ndo séo reutilizadas e é necessario lavar e esterilizar os equipamentos e o meio, bem
como inocular as leveduras, carregar e descarregar o reator a cada ciclo (CARDONA et al.,
2010).
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No modo batelada alimentada, o biorreator é preenchido com 25-30% de solugédo
contendo a levedura (conhecido na usina como “pé-de-cuba’). Em seguida, meio fresco (mosto)
¢ adicionado a dorna até atingiur seu volume util (TONON, 2013). A vazéo de adi¢éo de meio
pode ocorrer de forma linear ou seguindo alguma funcdo mais complexa (CARDONA et al.,
2010). Apds o enchimento do biorreator, a alimentagdo cessa e 0 processo segue no modo
batelada (TONON, 2013). Este modo de operacdo é vantajoso pois os efeitos inibitérios
causados pelas altas concentrac@es de substrato e pelo aumento da concentracdo de etanol no
meio fermentativo sdo neutralizados devido ao controle da taxa de alimentacao de meio na etapa
de enchimento do biorreator (CARDONA et al., 2010).

Por fim, na operacdo em modo continuo a adi¢do de meio fresco e a retirada do
meio fermentado sdo realizados simultaneamente, fazendo com que o processo ocorra em
regime permanente. Os microrganismos devem se reproduzir a uma taxa de crescimento que
compense a remogdo de células que ocorre com a retirada do meio fermentado, mantendo o
estado estacionario (CARDONA et al., 2010). Processos continuos possuem uma série de
vantagens em relacdo ao modo batelada alimentada devido ao custo reduzido para construgédo
dos biorreatores, baixa manutencdo, operacdo simples, melhor controle do processo, alta
produtividade (SANCHEZ e CARDONA, 2008) e reducéo do efeito inibitorio que ocorre pela
remocdao de etanol na corrente efluente. A maior desvantagem esta no fato das leveduras terem
sua capacidade de producdo de etanol reduzida devido a operacdo por longos periodos. Além
disso, altas taxas de diluicdo (proporcional a adi¢cdo de meio e remocéo de efluente) impedem
0 completo consumo do substrato diminuindo os rendimentos (CARDONA et al., 2010).

O modo de operacdo mais comum nas usinas brasileiras ¢ o modo batelada
alimentada com tratamento e reciclo de células. Este processo de reaproveitamento das
leveduras denomina-se Melle-Boinot. A separacao das células do vinho, ap6s a fermentacéo, se
da por meio de centrifugacdo, sendo que a porcdo correspondente ao vinho segue para
destilacdo e as leveduras passam por um tratamento, que consiste em diluicdo em &gua e adicao
de &cido sulfarico para ajuste do pH. Apés cerca de 3 horas as leveduras retornam para o
processo (CAMARGO et al., 1990).

5) Destilacéo e retificacéo

ApOs os processos de purificacdo pode-se obter dois tipos de etanol: etanol

hidratado, com pureza de 92,6-93,8° INPM que € utilizado como combustivel e o etanol anidro,
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que tem pelo menos 99,3° INPM de pureza e é adicionado a gasolina (BARRETO e COELHO,
2015).
O élcool hidratado € obtido a partir de destilacdo (colunas A, Al e D) e

retificacdo (coluna B1/B), conforme ilustra a Figura 4.

Figura 4 - Processo de destilagéo e retificacdo.

Etanol de 2*

B1
13

Flegmaca
Etanol
hidratado

Fonte: adaptado de Barreto e Coelho (2015).

O vinho centrifugado (6-10% em volume de etanol) € aquecido nos
condensadores E da retificadora (vinho-vapores) e no trocador de calor K (vinho-vinhaca).
Apbs aquecimento, o vinho entra no prato 4 da coluna Al e os produtos volateis (ésteres e
aldeidos) vao para a coluna D para concentracdo. Os vapores concentrados saem pelo topo da
coluna e séo condensados nos trocadores de calor R e R1, parte destes vapores retornam para o
topo da coluna e parte € removido do processo como etanol de segunda. VVapores de escape ou
de injecdo direta/indireta sobem a coluna empobrecendo o vinho em termos de etanol. Acima
do prato 20 da coluna de destilacdo, tem-se a formacdo do flegma que alimenta a coluna
retificadora, sendo que o produto de fundo da coluna € a vinhaca que contém menos de 0,03%
em volume de etanol (BARRETO e COELHO, 2015).
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A retificadora é composta pela se¢éo de exaustdo (B1) e de concentracdo (B). A
coluna B1 é aquecida por meio dos vapores de exaustdo ou com injecdo de vapor de forma
suficiente a esgotar o liquido e formar o produto de fundo, a flegmaca, que contém menos de
0,03% em volume de etanol. Na secdo de concentracdo (B), os vapores vao se enriquecendo
gradualmente em etanol até alcancarem o topo da coluna e serem condensados (E, E1 e E2),
parte desses vapores retornam para 0 processo e parte sdo removidos como etanol de segunda.
O etanol hidratado é removido 4 pratos abaixo do topo da coluna para reduzir risco de
contaminacdo por impurezas volateis. Apds, o etanol hidratado passa pelo trocador de calor J
(etanol-agua) para resfriamento até 33°C, para em seguida ser estocado (BARRETO e
COELHO, 2015).

O etanol hidratado é uma mistura azeotropica de etanol e agua, portanto para
obtencdo do etanol anidro é necessario utilizar um processo de desidratacdo. Como opc¢oes de
processos de desidratacdo tem-se a destilacdo azeotrépica, a destilacdo extrativa ou o
peneiramento molecular (BARRETO e COELHO, 2015). Dentre esses processos destaca-se 0
peneiramento molecular que tem como vantagem o baixo consumo de vapor por litro de etanol.
Como segunda opcdo o processo de absor¢cdo com monoetilenoglicol estd amplamente
difundido e aprovado. A respeito da destilacdo azeotrdpica, desde que reformulada para
otimizagdo do consumo de vapor de aquecimento, pode ser uma alternativa como processo de
desidratacdo (LEITE et al., 2009).

A fermentacdo é o processo central na producédo de etanol, pois é nesta etapa que
ocorre a transformacdo da matéria-prima tratada em etanol através do metabolismo de
bioagentes (CARDONA et al., 2010). Portanto, os fatores que influenciam o rendimento desta

etapa serdo discutidos no proximo subitem.
2.2.1 Fermentacao e fatores que afetam o processo fermentativo
Vaérios fatores podem influenciar o rendimento do processo fermentativo, dentre

estes destacam-se 0 microrganismo selecionado, as concentragdes de célula, de agucares e de
etanol, os nutrientes, a temperatura, a agitacdo e o pH (VASCONCELOQOS, 2015).
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1) Microrganismo

A producéo de etanol é consequéncia do metabolismo de microrganismos como
leveduras e bactérias, porém, industrialmente a levedura Saccharomyces cerevisiae €
predominantemente empregada nos processos de fermentacdo das usinas brasileiras, tanto
linhagens industriais, quanto linhagens selvagens (FERMENTEC, 2015). Tal predominancia é
justificada pelo fato deste microrganismo possuir todas as caracteristicas desejadas para a
conducédo de um processo fermentativo, tais como: rapidez na transformacéo de agucares em
etanol, alta toleréncia a etanol, osmotolerancia, tolerancia a grandes varia¢des de temperatura,
atividade celular em ambiente &cido (ANDRIETTA et al., 2006) e por estar naturalmente
presente no caldo de cana (ANDRIETTA et al., 2006; SILVA et al., 2011).

As leveduras sdo heterotroficas, unicelulares, se reproduzem por esporulacéo e
sdo abundantes na natureza, podendo ser encontradas no solo, em frutas, dentre outros.
Dependendo do lugar onde as culturas se estabelecem, as leveduras podem apresentar diferentes
dimensdes, com formas que podem variar de ovoide a esférico ou elipsoidal e podem crescer
de forma isolada, em pares ou em pequenas cadeias (VASCONCELOS, 2015).

Com relacdo ao metabolismo, estes microrganismos fermentam em condicgdes
anaerobias, com baixa formacdo de biomassa e alta producao etanol, sendo que o oposto ocorre
na presenca de oxigénio, este é o efeito Pasteur (VASCONCELOS, 2015). Contudo, leveduras,
como as da espécie S. cerevisiae, sofrem o efeito de Crabtree, que faz com que a fermentacéo
alcoolica seja a via predominante na degradacao dos aglcares mesmo na presenca de oxigénio,
devido a insuficiente capacidade, saturacdo ou repressdo do metabolismo respiratdrio
ocasionando no overflow do piruvato (PISKUR, 2006). Apds degradacdo dos acUcares e
acumulo de etanol, as leveduras podem passar a apresentar um comportamento diauxico, ou
seja, o produto da fermentacdo passa a ser substrato (PRONK et al., 1996).

De modo a favorecer o processo fermentativo, deve-se selecionar um
microrganismo que apresente as seguintes caracteristicas (VASCONCELOQS, 2015):

e predominancia durante a safra e estabilidade genética;
o alta velocidade de fermentacéo;

¢ elevada conversdo de agucares a etanol,

¢ alta produtividade em etanol;

¢ baixa formacdo de glicerol e espuma;

e tolerancia a altas concentracdes de substrato;
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e resisténcia a altas concentracdes de etanol, para diminuir o consumo de vapor no processo
de destilacdo, diminuir a producdo de vinhaca e possibilitar fermentar com mosto mais
concentrado em agUcares;

e resisténcia a acidez, importante quando adiciona-se acido sulfarico para o controle de
contaminacg&o por bactérias;

e resisténcia a altas temperaturas, importante em regides de clima quente;

o floculante, quando se quer eliminar a necessidade de centrifugacéo.

2) Concentracgdo celular, de acucares e de etanol

Em termos de concentracdo celular, pode-se inferir que altos valores de
concentracdo conduzem a periodos curtos de fermentacdo e aumentam a produtividade,
enquanto que baixa concentracdo conduz a periodos longos de fermentacdo (VASCONCELOS,
2015).

No que se refere a quantidade de agUcares redutores totais (ART) e de etanol,
dependendo da concentracdo em que se encontram no meio, podem exercer efeito inibitério
sobre o metabolismo das leveduras (VASCONCELOQS, 2015), diminuindo a velocidade de
crescimento, produgdo de metabdlitos e/ou comprometendo a viabilidade celular, no caso de
inibicdo por produto.

Para se evitar ou minimizar os efeitos da inibicdo e para se manter a eficiéncia e
produtividade do processo fermentativo, a adicdo de acUcares deve ser realizada de modo
controlado. A adogdo de um perfil adequado de adigdo de substrato reduz o tempo de
fermentacdo, aumenta a eficiéncia do processo e reduz o consumo de antiespumante. No caso
de cultivo aerdbio para producdo de biomassa, é conveniente trabalhar com baixas
concentracOes de aclcar e aeragdo, para se evitar a repressdo da respiracdo celular que pode
ocorrer em altas concentracGes de acuUcares, mesmo na presenca de oxigénio (efeito de
Crabtree). Ja em cultivos anaerdbios, cujo objetivo é a producdo de etanol, este efeito é
benéfico. Contudo, altas concentracGes de aclcares podem acarretar em estresse osmotico,
producdo elevada de etanol (inibicdo do metabolismo celular), fermentacdo incompleta e
formagdo de produtos indesejaveis, que podem reduzir a eficiéncia do processo
(VASCONCELOS, 2015). Nas usinas brasileiras, a concentragdo maxima de substrato nas
dornas normalmente ndo excede 170 g/L (BASSO et al., 2011). Com relacdo a concentragdo de
substrato que leva a inibicdo do metabolismo celular de leveduras, Thatipamala et al. (1992)
observaram este efeito em concentracGes acima de 150 g/L de glicose. Fernandez-Lopez et al.
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(2011) verificaram capacidade de crescimento até uma concentracdo de 291 g/L de agucares e
Zhang et al. (2015) observaram inibicdo do crescimento celular em concentragcfes acima de 160
g/L de glicose.

Durante o processo de fermentacdo a concentracdo de etanol pode aumentar até
mesmo quando o crescimento celular cessa. Normalmente o efeito de inibi¢&o por este produto
tem inicio aos 40 g/L (AIBA et al., 1968), sendo que aos 112 g/L, observa-se que 0s
microrganismos param de crescer e ao redor de 115 g/L a producéo de etanol cessa (LUONG,
1985). Para tentar minimizar ou até mesmo eliminar este efeito pode-se recorrer a técnicas de
remocao deste produto do meio fermentativo (PINTO, 2014; KUMAR et al., 2015; PONCE,
2015; SONEGO, 2016).

Tanto os valores de concentracdo de acglcares, quanto os de concentracdo de
etanol que levam a inibicdo do metabilismo celular podem variar dependendo do

microrganismo e das condi¢des do processo fermentativo.

3) Nutrientes

A concentracdo de nutrientes no meio fermentativo é de extrema importancia
para 0 bom andamento do processo fermentativo. Se 0 meio possuir quantidades inadequadas
de nutrientes, a multiplicacdo das células e a velocidade de fermentacdo poderdo ser afetadas
(VASCONCELOS, 2015).

As leveduras precisam gue o meio fermentativo possua fontes de carbono, fontes
de vitaminas, nitrogénio, fésforo, enxofre, potassio, magnésio, célcio, zinco, ferro, cobre,
cobalto, iodo, entre outros. As células de S. cerevisiae, por exemplo, absorvem o nitrogénio nas
formas amoniacal, amidica (ureia) ou aminica; o fosforo, na forma de ion H2PO4™ e 0 enxofre,
na forma de sulfato, sulfito ou tiossulfato (VASCONCELOS, 2015).

4) Temperatura
Devido ao fato do processo fermentativo ser exotérmico e das leveduras tipicas

usadas na fermentacdo serem microrganismos mesofilos (temperatura Otima 20-50 °C)
(SHULER e KARGI, 2002) e, portanto, possuirem uma temperatura 6tima de trabalho (30-
35°C), normalmente se faz necessario o controle desta varidvel durante o processo de
fermentacdo. Tal controle pode ser realizado por meio de trocadores de calor
(VASCONCELOS, 2015).
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No caso de aumento excessivo da temperatura, acima da 6tima para as leveduras,
a velocidade de crescimento destes microrganismos pode diminuir, podendo ocorrer morte
celular (SHULER e KARGI, 2002). A literatura ainda indica que temperaturas altas podem
aumentar o efeito inibitorio do etanol, provavelmente devido ao fato da velocidade de producao
deste metabdlito ser mais alta que a velocidade de difusdo deste produto através da membrana
das células. Além de provocarem a evaporacdo de etanol, no caso de fermentadores abertos,

influenciar no tempo de fermentacéo e na produtividade do processo (VASCONCELOQOS, 2015).

5) Agitacdo

A agitacdo é um fator importante no processo fermentativo, pois previne a
formacdo de depdsitos, proporciona melhor representatividade das amostras, melhor
viabilidade celular e principalmente, confere ao meio uniformidade, mantendo as leveduras em
suspensdo, promovendo assim o contato eficiente entre 0 microrganismo e o substrato
(VASCONCELOS, 2015).

6) pH

As leveduras sdo microrganismos acidofilos e podem ser cultivas em diversos
valores de pHs, contudo, melhores resultados s&o obtidos entre 4,0-4,5. O valor do pH tem
influéncia marcante no processo fermentativo, pois interfere no controle da contaminacéo por
bactérias (favorecidas por pH neutro), no crescimento das células, na velocidade de fermentacéo
e na formacdo de subprodutos. Os processos fermentativos que utilizam como fonte de carbono
a sacarose, sdo mais afetados pelo valor do pH do que os que utilizam a glicose, uma vez que a
atividade da enzima invertase nas leveduras é favorecida por pH &cido. Sendo assim, acido
sulfurico pode ser adicionado em quantidades suficientes para favorecer a acdo das leveduras e
impedir o desenvolvimento de bactérias (VASCONCELOS, 2015).

Atualmente, no Brasil, o processo de producdo de etanol de primeira geracéo
esta bem estabelecido, com 0s menores custos e a maior produtividade do mundo (PACHECO,
2011). Porém, é importante salientar que nos proximos anos havera a necessidade de se
aumentar a producéo de etanol para atender o crescimento do consumo e da exportagdo deste
biocombustivel (FIESP, 2013). Além disso, em dezembro de 2015, na 212 Conferéncia do
Clima em Paris (COP 21), o Brasil assumiu o compromisso de reduzir a emisséo de gases de

efeito estufa (GEE). Para se alcancar este objetivo, a meta é aumentar a participacdo de
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biocombustiveis na matriz energética do pais para 18% até 2030 e para isso, a estimativa é que
0 Brasil tera que produzir 50 bilhGes de litros de etanol carburante — atualmente este valor é de
28 bilhdes de litros (UNICA, 2015). Assim como na COP 21, no Protocolo de Quioto, o Brasil
apresentou um conjunto de acdes voluntarias para reduzir as emissdes de GEE entre 36,1 e
38,9% até 2020. Dentre estas acOes esta a ampliacdo do uso de biocombustiveis (MAPA, 2012).

Dentro deste contexto, o aumento na producdo do biocombustivel etanol pode
ocorrer tanto pelo aperfeicoamento das tecnologias para producéo de etanol de primeira geracdo
(1G), quanto pelo desenvolvimento cientifico e tecnoldgico para producao de etanol de segunda
geracdo (2G). Dentre as possibilidades de otimizacdo da producdo de etanol 1G, destacam-se a
aplicacdo de melhores praticas agronémicas, a selecdo de novas linhagens de levedura, o
desenvolvimento de tecnologias de extracdo de etanol que minimizem o efeito inibitério do
metabolismo celular, a reducéo dos niveis de formacéo de subprodutos, estratégias para operar
o fermentador com maior densidade celular, a integracdo energética eficiente da planta de
producdo de etanol, a racionalizacdo do uso de agua (PACHECO, 2011) e a introduc¢do de novas

matérias-primas capazes de aumentar os niveis de producdo (PACHECQP, 2012).

2.3 Leveduras termotolerantes

Denominam-se como leveduras termotolerantes, aquelas capazes de manter o
seu metabolismo a temperaturas iguais ou acima de 40 °C (BANAT et al., 1998). Ha varias
formas de se obter ou melhorar esta caracteristica nos microrganismos como, por exemplo, por
meio de selecdo e isolamento de linhagens presentes na natureza (ABDEL-FATTAH et al.
1999; LIMTONG et al., 2007), engenharia genética (NONKLANG et al., 2008), técnicas de
mutagénese (PANG et al., 2010; HUGHES et al., 2012) e engenharia evolutiva (WALLACE-
SALINAS e GORWA-GRAUSLUND, 2013).

A produtividade do processo fermentativo esté atrelada a atividade das leveduras
e dentre os fatores que podem influenciar o metabolismo das células, destaca-se a temperatura.
Normalmente ha um controle desta varidvel, pois o processo ocorre na faixa de temperatura
Otima para as leveduras (30-35 °C) e as reacOes envolvidas na fermentacdo sdo exotérmicas
(VASCONCELOS, 2015). Contudo, em locais de clima quente manter a temperatura 6tima de
fermentacao pode se tornar caro ou inviavel. Neste contexto surgiu a necessidade de se utilizar

leveduras que pudessem manter suas atividades celulares em temperaturas mais altas
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(HACKING et al., 1984), evitando assim possiveis paradas na producdo devido a elevacao da
temperatura dos biorreatores (BANAT et al., 1998).

Além disso, a utilizacdo de leveduras termotolerantes pode proporcionar
economia de energia devido a reducdo nos gastos com resfriamento dos reatores (KUMAR? et
al., 2013), aumento da produtividade (altas taxas de consumo de substrato e de formacéo de
produto) (EIADPUM et al., 2012), possibilidade de se utilizar o processo de arraste gasoso
como método para extracdo de etanol (BANAT et al., 1998) e restricdo nas chances de
contaminacdo por microrganismos mesofilos, como Williopsis sp., Candida sp.,
Zygosaccharomyces sp. (NUANPENG et al., 2016). Podem ainda serem utilizadas na
otimizacdo da producdo de etanol de segunda geracdo, mais especificamente em processos
simultaneos de sacarificacdo e fermentacdo, os quais possuem diferentes temperaturas 6timas,
~ 50 °C para as enzimas ¢ ~ 34 °C para as leveduras (SOUZA et al., 2012) e se empregadas na
producdo de etanol a partir de matéria-prima amilacea, podem proporcionar reducdo de custos
com resfriamento, pois neste processo € necessario reduzir a temperatura da matéria-prima
antes de comecar a sacarificacdo e fermentacdo (BABIKER et al., 2010).

Leveduras dos géneros Kluyveromyces e Saccharomyces ja foram testadas para
algumas das aplicagdes citadas acima (HACKING et al., 1984; SOUZA et al., 2012; KUMARP
et al., 2013). A levedura Kluyveromyces marxianus é conhecida principalmente devido a sua
capacidade de manter atividade metabolica em temperaturas elevadas. Estudos indicam
capacidade fermentativa desta levedura em temperaturas que variam de 37 °C a 50 °C (GOUGH
et al., 1996; ABDEL-FATTAH et al.; 1999; LIMTONG et al., 2007; PANG et al., 2010 e
KUMARP et al., 2013).

A utilizag&o de leveduras K. marxianus oferece como vantagem a habilidade de
se utilizar uma vasta gama de substratos, tais como: caldo de cana-de-aglUcar, agua de
maceracao de milho, melaco, soro de leite (RADECKA et al., 2015), substratos compostos por
xilose, xilitol, celobiose, entres outros (NONKLANG et al., 2008). Além de ser utilizada para
producdo de etanol, algumas cepas podem ser utilizadas na producédo de proteinas de células
(SCHULTZ et al.,, 2006), bioingredientes (BELEM e LEE, 1998), aromas (GAO e
DAUGULIS, 2009), enzimas, como inulinase (RISSO et al.,, 2010) e p-galactosidade
(MARTINS et al., 2002) e em aplicacdes ambientais, como por exemplo, na remocdo de
corantes (MEEHAN et al., 2000).

No que se refere ao metabolismo desse género, diz-se que este é respiro-

fermentativo (capacidade de gerar energia tanto pela respiracdo quanto pela fermentacéo)
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(PISKUR et al., 2006; RADECKA et al., 2015), sendo que algumas linhagens s&o classificadas
como Crabtree negativas (tendéncia de produzir acetato e piruvato quando expostas a excesso
de acucar) (HENSING et al., 1994) ou Crabtree positivas (tendéncia de produzir etanol quando
expostas a excesso de agucar) (DASGUPTA et al., 2014).

Como o foco desta dissertacdo é a producao de etanol, destacam-se na sequéncia
trabalhos que utilizaram a levedura K. marxianus na produgéo deste composto.

Limtong et al. (2007) investigaram o processo fermentativo em frascos agitados
da linhagem K. marxianus DMKU3-1042 nas temperaturas de 37 e 40 °C, em caldo de cana-
de-acucar suplementado com nutrientes e fonte de carbono em diversas proporgdes. Os
melhores resultados foram obtidos a 37 °C e com meio composto por caldo de cana-de-agucar
suplementado com 22% de agucares, 0,05% de (NH4)2SOa4, 0,05% de KH2PO4 e 0,15% MgSO4
.TH>0, nesta condic&o foi produzido 8,7% m/v de etanol, a produtividade foi de 1,45 g/L-he 0
rendimento foi de 77,5% do rendimento tedrico. A 40 °C a concentracdo de etanol foi de 6,78%
m/v, a produtividade de 1,13 g/L-h e o rendimento de 60,4%.

Pang et al. (2010) estudaram a producdo de etanol da linhagem mutante K.
marxianus GX-UN120 em frascos agitados, a 40 °C, em meio YPD com concentracdo de
glicose de 150 g/L e obtiveram ao final da fermentagdo uma concentracédo de etanol de 69 g/L
e coeficiente de rendimento em etanol de 0,46 g/g. Segundo os autores o rendimento obtido foi
préximo ao da linhagem de S. cerevisiae (30-32 °C), em contrapartida a velocidade de consumo
de glicose e a tolerancia ao etanol foram menores para a levedura termotolerante.

Gough et al. (1996) realizaram ensaios de fermentacdo com a linhagem K.
marxianus IMB3 em frascos agitados, a 45 °C, utilizando melaco (23% v/v) puro e
suplementado. No ensaio com melago puro a concentracdo maxima de etanol obtida foi de 7,4%
v/v, a produtividade de 1 g/L-h e o rendimento de 89% em relagdo ao tedrico. Ja no ensaio com
melaco suplementado, a concentracdo maxima de etanol foi de 8,5% v/v, a produtividade de
4,8 g/L-h e o rendimento de 98,9%. Singh et al. (1998) examinaram o processo de fermentagédo
da linhagem K. marxianus IMB3 em comparagdo com uma linhagem comercial de S. cerevisiae
em escala industrial. Os autores utilizaram como meio fermentativo melago com 16% m/v de
acucares e ndo houve controle de temperatura quando se utilizou a linhagem termotolerante,
sendo que a temperatura durante o processo variou de 28-42 °C. Os rendimentos nos diferentes
ciclos com a linhagem K. marxianus IMB3 ficaram entre 6,0-7,2% m/v, muito semelhantes aos
da linhagem de S. cerevisiae, que ficaram na faixa de 6,5-7,2% m/v. Foi apontado como

vantagens do uso da levedura K. marxianus, o0 menor tempo de fermentacao e a ndo necessidade
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de uso de sistema de resfriamento. Hack e Marchant (1998) verificaram que em condicdo
aerobia, a linhagem K. marxianus IMB3 tem crescimento inibido em concentracfes de agucar
em torno de 100 g/L e 45 °C. Com oxigenacdo limitada a linhagem demostrou ser pouco
tolerante ao etanol, alcancando no maximo 40 g/L deste produto (concentracdo de glicose
mantida entre 20-100 g/L), nesta mesma temperatura. E por fim, os autores verificaram que a
linhagem K. marxianus IMB3 néo foi capaz de manter crescimento sob condi¢des anaerdbias.

Abdel-Fattah et al. (1999) estudaram em frascos agitados e em escala industrial
0 processo fermentativo das linhagens termotolerantes S. cerevisiae F111 e K. marxianus
WR12 e compararam os seus desempenhos com o da linhagem industrial S. cerevisiae SIIC.
Tanto em escala industrial quanto em escala laboratorial, foi utilizado como meio de
fermentacdo melaco de cana-de-agucar (180 g/L ART) e temperatura de 40 °C para a linhagem
industrial e 43 °C para as linhagens termotolerantes. Em frascos agitados, a linhagem
termotolerante S. cerevisiae F111 produziu 84 g/L de etanol, com produtividade de 2,33 g/L-h,
rendimento de 0,48 g/g e utilizou 175 g/L de acucares em 36 h. A linhagem termotolerante K.
marxianus WR12 produziu 80,6 g/L de etanol, com produtividade de 2,88 g/L-h, rendimento
de 0,47 g/g e utilizou 171,9 g/L de acucares em 28 h. A linhagem industrial produziu 71 g/L de
etanol, com produtividade de 1,37 g/L-h, rendimento de 0,44 g/g e utilizou 159,6 g/l de acUcares
em 52 h. Em escala industrial, o processo fermentativo das linhagens termotolerantes foi
realizado sem a necessidade do uso de resfriamento, enquanto que no processo com a linhagem
industrial foi necessario usar resfriamento para poder finalizar o processo de fermentacdo. No
que diz respeito aos resultados obtidos em escala industrial, utilizando a linhagem S. cerevisiae
F111, o processo durou 27,5 h, a temperatura variou na faixa de 36-45 °C e a concentracgéo final
de etanol foi de 77,3 g/L. Para a linhagem K. marxianus WR12, o processo durou 27,8 h, a
temperatura variou na faixa de 39-43 °C e a concentracdo final de etanol foi de 74,1 g/L. E por
fim, utilizando a levedura industrial, o processo durou 38 h, a temperatura variou na faixa de
35-40 °C e a concentracgéo final de etanol foi de 65,8 g/L. Na Tabela 2 os principais resultados
obtidos por Abdel-Fattah et al. (1999) sdo apresentados.
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Tabela 2 - Pardmetros operacionais obtidos em cultivos em frascos agitados utilizando
leveduras termotolerantes e convencional.
Ce (9/L) Yes(g/g) Pv(g/L-h)
K. marxianus WR12 80,6 0,47 2,88

S. cerevisiae F111

84 0,48 2,33
(termotolerante)

S. cerevisiae SIIC
. . 71 0,44 1,37
(industrial)

Ce: concentracéo de etanol; Ygs: coeficiente de rendimento em etanol;
Pv: produtividade volumétrica.
Fonte: adaptado de Abdel-Fattah et al. (1999).

Arora et al. (2015) realizaram ensaio de fermentacdo com a linhagem K.
marxianus NIRE-K3 em biorreator com concentracdo inicial de glicose de 100 g/L a 45,4 °C.
Em 16 h o acucar foi 100% consumido, a concentracdo final de etanol foi de 43,25 g/L, a
velocidade especifica de crescimento de 0,024 h%, o coeficiente de rendimento célula-substrato
de 0,041 g/g e o coeficiente de rendimento etanol-substrato de 0,43 g/g.

Dasgupta et al. (2014) estudaram o processo fermentativo da linhagem
Kluyveromyces sp. 1IPE453, a 45 °C, em biorreator, utilizando como substrato melago de cana-
de-agUcar. Os autores testaram diferentes concentragdes iniciais de células e de substrato. A
melhor combinacdo foi com uma concentracdo inicial de células de 3,05 g/L e 100 g/L de
acucares, nesta condicdo 0s autores conseguiram obter uma concentracdo maxima de etanol de
42 g/L, um coeficiente de rendimento etanol-substrato de 0,467 g/g e produtividade especifica
em etanol de 0,69 g/g/h. Kumar® et al. (2013) realizaram um estudo cinético da fermentagao da
linhagem Kluyveromyces sp. IIPE453. As fermentag6es foram conduzidas a 50 °C em biorreator
e o efeito da concentracdo de glicose foi observado (200, 250 e 300 g/L). O modelo de Aiba foi
0 que melhor descreveu a inibicdo por substrato e 0 modelo de Luong foi 0 mais adequado para
descrever a inibicdo pelo etanol. A concentracdo de glicose que proporcionou melhores
resultados foi 200 g/L, sendo que nesta condicédo a produtividade volumétrica foi de 2,28 g/L-h
e a produtividade especifica em etanol foi de 0,63 g/g/h. Com relacdo & quantidade de etanol
méaxima, ndo houve diferenca entre as fermentacdo com 200, 250 e 300 g/L de glicose, sendo
produzido em torno de 86,5 g/L de etanol ao final das fermentacdes.

Nuanpeng et al. (2016) estudaram o processo fermentativo de diferentes
linhagens de K. marxianus e de uma linhagem termotolerante de S. cerevisiae. Os ensaios foram

realizados em frascos agitados em meio composto por caldo de sorgo sacarino puro com
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concentracdo de agucares de 220 g/L e temperatura de 40 °C. O melhor resultado dentre as
linhagens de K. marxianus foi para a DBKKU Y-103, cuja concentracao final de etanol foi de
31,63 g/L e produtividade volumétrica de 0,44 g/L-h. Ja para a linhagem termotolerante de S.
cerevisiae DBKKU Y-53 a concentracgéo final de etanol foi de 58,2 g/L e produtividade de 1,62
g/L-h. Os autores deste trabalho também avaliaram a influéncia da temperatura (30, 37, 40, 42
e 45 °C), concentrac¢do inicial de agucares (200, 250 e 300 g/L), pH (4, 4,5, 5, 5,5, 6) e adicéo
de fontes de nitrogénio (extrato de levedura, ureia e (NH4)2SO4), para estes ensaios a linhagem
termotolerante S. cerevisiae DBKKU Y-53 foi a escolhida por ter tido melhor desempenho.
Nos ensaios com diferentes temperaturas comparou-se 0 desempenho da levedura
termotolerante com uma levedura industrial. Observou-se que a produtividade volumétrica e
concentracdo de etanol foram diminuindo com o aumento da temperatura. O que foi atribuido
ao efeito negativo de altas temperaturas no crescimento e metabolismo das leveduras. Quando
o resultado dos cultivos empregando a linhagem termotolerante e industrial foram comparados,
0s autores constataram resultados semelhantes entre ambas linhagens na temperatura de 30 °C.
Contudo, a 37 e 40 °C obtiveram-se os melhores valores para concentracdo de etanol e
produtividade com a linhagem termotolerante. Na Tabela 3 apresentam-se os resultados obtidos
por Nuanpeng et al. (2016) nos ensaios realizados em frascos agitados em diferentes

temperaturas.

Tabela 3 - Concentracao de etanol e produtividade volumétrica obtidos em diferentes

temperaturas utilizando linhagem de S. cerevisiae termotolerante e industrial.

Levedura termotolerante Levedura industrial

T (°C) Ce (g/L) Pv (g/L-h) Ce (g/L) Pv (g/L-h)
30 82,77+1,99 2,30+0,06 83,30+2,26 1,74+0,05
37 71,73+2,62 1,49+0,05 63,22+2,42 1,32+0,05
40 58,14+7,71 1,61+0,20 53,68+1,17 1,12+0,02
42 32,30+0,49 0,67+0,01 32,54+1,56 0,68+0,03
45 9,08+4,02 0,19+0,08 17,69+2,54 0,37+0,05

T: temperatura; Ce. concentracdo de etanol; Pv: produtividade volumétrica.
Fonte: adaptado de Nuanpeng et al. (2016).

Com relagéo aos estudos que avaliaram diferentes concentracdes de acucares,

pH e fontes de nitrogénio, os melhores resultados foram obtidos para uma concentragdo inicial
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de acgucares de 250 g/L, pH de 5,5 e ureia como melhor fonte de nitrogénio. Um ensaio em

biorreator foi realizado com estas condicGes, os resultados encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4 - Dados do processo de producdo de etanol em biorreator utilizando caldo de sorgo

sacarino e leveduras termotolerante e industrial.

T Ce Pv Yeis t Utilizagao de
(°C) (g/L) (g/L-h)  (9p/gs) (h)  aclcar (%)
Termotolerante 37 106,82+0,01 2,23+0,01 0,45+0,02 48 91,84+0,20
40 85,01+0,03 2,83+0,02 0,42+0,01 30 79,35+0,05
Industrial 37 91,594+0,01 3,82+0,02 0,47+0,01 24 82,68+0,02
40 78,69+0,02 3,28+0,03 0,46+0,02 24 68,19+0,02

T: temperatura; Ce.concentracéo de etanol; Pv: produtividade volumétrica; Ygs: coeficiente de rendimento em
etanol; t: tempo.
Fonte: adaptado de Nuanpeng et al. (2016).

Para uma melhor avaliacdo dos estudos relatados, na Tabela 5 é possivel
observar um resumo dos resultados obtidos nos estudos que utilizaram linhagens de K.

marxianus.

Tabela 5 - Pardmetros operacionais obtidos em cultivos de diferentes cepas da levedura K.

marxianus.
T c Pv Y Ess Eficiéncia
E
(°C) (g/L+h) (9/9) (%)
Limtong et al. (2007)
_ 8,7%
(K. marxianus DMKU3-1042) 37 1,45 - 78
) (wiv)
(frascos agitados)
Pang et al. (2010) 69.0
(K. marxianus GX-UN120) 40 /;_ - 0,46 91
(frascos agitados) :
Nuanpeng et al. (2016) 316
(K. marxianus DBKKU Y-103) 40 /’L 0,44 - -
g

(frascos agitados)
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(Cont.) Tabela 5 - Pardmetros operacionais obtidos em cultivos de diferentes cepas da

levedura K. marxianus.

Abdel-Fattah et al. (1999)

80,6
(K. marxianus WR12) 43 - 0,47 91
. g/L
(frascos agitados)
Arora et al. (2015)
: 43,2
(K. marxianus NIRE-K3) 45 " - 0,43 -
(biorreator) ’
Gough et al. (1996
g . (1996) 8.5%
(K. marxianus IMB3) 45 4,8 - 99
. (VIv)
(frascos agitados)
Dasgupta et al. (2014) 120
(Kluyveromyces sp. |PE453) 45 ’ - 0,47 92
. g/L
(biorreator)
Kumar® et al. (2013) 865
(Kluyveromyces sp. |PE453) 50 /;_ 2,28 - -
g

(biorreator)

T: temperatura; Ce.concentracdo de etanol; Pv: produtividade volumétrica; Ygs: coeficiente de rendimento em
etanol.

As leveduras termotolerantes tém sido estudadas devido as inUmeras vantagens
que elas oferecem em termos de economia, restricio nas chances de contaminagdo por
microrganismos mesofilos e otimizacdo de processos. Com o relatado neste topico, observa-se
que leveduras termotolerantes possuem melhor desempenho em temperaturas mais altas do que
leveduras industriais. Verifica-se ainda que diferentes linhagens de K. marxianus podem
possuir diferentes temperaturas 6timas de trabalho e diferentes valores de concentracdo de
etanol mé&xima, rendimento e produtividade. O que pode ser explicado devido as linhagens
terem sido preservadas, manipuladas e obtidas de formas e fontes diferentes e é sabido que esta
espécie apresenta um alto nivel de polimorfismo intraespecifico (BELLOCH et al., 1998),
podendo ter uma alta taxa de mutacdo, o que resulta em uma evolucdo rapida e inesperada
durante os passos de propagacao que estdo envolvidos desde o estoque até o cultivo (FONSECA
et al., 2007). Contudo, a partir do amplo espectro de estudos biotecnoldgicos desta levedura, ja
se tornou evidente que a diversidade estd presente dentro da espécie. Como exemplo disso,

Lane et al. (2011) submeteram 13 linhagens de K. marxianus a um teste de tolerancia a
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temperaturas que variaram de 24-48 °C, todas as linhagens apresentaram crescimento similar
até 42 °C, contudo a 48 °C, sete linhagens ndo cresceram, quatro tiveram o crescimento

prejudicado e apenas duas apresentaram bom crescimento.

2.4 Sorgo sacarino como matéria-prima para producéo de etanol

O sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) provavelmente é de origem africana, mas
ha indicios de que houve duas regides independentes de disseminagio desta cultura: Africa e
Asia. A introduc&o do sorgo no Oriente e Europa se deu através de rotas comerciais maritimas
e terrestres e na América, o sorgo chegou através dos escravos africanos (RIBAS, 2007).

Na safra de 2015/2016 o sorgo foi o quinto cereal mais produzido no mundo,
sendo os maiores produtores desta cultura os EUA, Nigéria, México, Sud&o e india. O Brasil
ocupou a décima posicdo, com uma producdo de 1850 mil toneladas de sorgo
(DEPARTAMENTO DE AGRICULTURA DOS EUA, 2016), sendo a regido Centro-Oeste,
mais especificamente o estado de Goias, 0 maior produtor desta cultura no pais (CONAB,
2016).

Agronomicamente, o sorgo pode ser classificado em granifero, forrageiro,
sacarino e vassoura (Figura 5). A partir do processamento do grdo do sorgo granifero pode-se
obter racdo animal, farinha, amido e cerveja. A biomassa do sorgo forrageiro é apropriada para
producdo de silagem e feno. O colmo do sorgo sacarino contém acucares fermentaveis podendo
ser utilizado na producdo de etanol e a panicula do sorgo vassoura pode ser utilizada na

producéo de vassouras e escovas (SHIMIDT, 1987).

Figura 5 - Tipos de sorgo: (a) granifero, (b) forrageiro, (c) sacarino e (d) vassoura.

—— W ¢ 3

(@

Fonte: (a) Embrapa (2008); (b) Biomatrix (2016); (c) Emprapa (2015) e (d) MF RURAL (2016).
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Dentre os tipos de sorgo, o sacarino tem ganhado especial destaque e tem se
mostrado como uma alternativa promissora para a producao de etanol.

O sorgo sacarino possui colmos ricos em agucares fermentesciveis, € uma cultura
de ciclo rapido de crescimento (quatro meses) e totalmente mecanizavel (plantio por sementes,
tratos culturais e colheita). Possui alta produtividade de biomassa verde (60-80 t/ha), altos
rendimentos de etanol (3000-6000 L/ha) e os agUcares redutores totais variam entre 80-127 kg/t
de massa verde. Apos extracdo do caldo, o bagaco pode servir como fonte de energia (vapor e
cogeracdo) (DURAES, 2011) e para producéo de etanol 2G (MACHADO, 2011). Os gréos do
sorgo (producdo de 2,5 t/ha) possuem caracteristicas nutricionais similares as do milho e podem
ser utilizados na alimentacdo humana e/ou animal (DURAES, 2011) ou ainda na producio de
etanol em processo similar a producdo de etanol de milho (BARCELOS et al., 2011). Esta
espécie é considerada rustica, pois possui a capacidade de se adaptar a ambientes de extremo
estresse abiotico, de temperatura do ar e de umidade do solo. Porém, é responsiva as boas
praticas agricolas e de manejo de cultura (PURCINO, 2011). Trata-se de uma planta com
metabolismo C4, ou seja, apresenta altas taxas fotossintéticas e é altamente eficiente na
utilizagio da radiagéo solar para conversdo do CO, em fotoassimilados (MAGALHAES et al.,
2007; FERREIRA, 2012). Esta cultura é conhecida pela versatilidade, tanto do ponto de vista
fotossintético, como em velocidade de maturacéo (RIBAS, 2007).

A utilizacdo do sorgo sacarino na producdo de etanol ja é realidade em paises
como India (BUSINESS STANDART, 2007), China (USDA, 2014), Australia (UNITED
ETHANOL, 2016) e Estados Unidos (ETHANOL PRODUCER MAGAZINE, 2016). Contudo,
trata-se de uma aplicacéo recente que vem recebendo atencdo de pesquisadores e investidores
ao redor do mundo.

Como exemplos de usinas em construcdo, cita-se a recente aplicacdo de
empresas dos EUA e da China na construcio de uma usina em Limpopo, Africa do Sul
(PORTAL JORNAL CANA, 2016) e a primeira usina de etanol de milho/sorgo do Brasil, que
estd em construcdo em Lucas do Rio Verde (MT) (NOVA CANA, 2016). Com relacdo a
pesquisa e desenvolvimento envolvendo a producdo de etanol com sorgo sacarino destacam-se
estudos de diferentes variedades de sorgo sacarino (RATNAVATHI et al., 2010; FERNANDES
et al., 2014), fermentacdo VGH (alta concentracdo de actcar 200-300 g/L) (YUE et al., 2012;
DEESUTH et al., 2015), possibilidade de se utilizar todas as partes do sorgo na producao de
etanol (KIM et al.,2012), etanol 2G (CAO et al., 2012), fermentacdo no estado solido (L1 et

al., 2013), processos simultaneos de sacarificacdo e fermentacdo (WANG et al., 2013),
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fermentacdo utilizando leveduras imobilizadas (ARI'YAJAROENWONG et al., 2012) e, por
fim, métodos de extracdo (GUIGOU et al., 2011) e clarificacdo (ANDRZEJEWSK et al., 2013)
do caldo do sorgo. Além destes temas, estudos recentes demostraram que o desempenho do
sorgo pode ser comparado com o das duas matérias-primas mais utilizadas na producao de

etanol, cana-de-acUcar (Tabela 6) e milho (Tabela 7).

Tabela 6 - Parametros de desempenho do sorgo sacarino como matéria-prima para producgéo

de etanol em comparacdo com a cana-de-agucar.

ART (g/L) Ye/ArRT (%0) Petanol (9/Lh)
Sorgo sacarino 158,2 90,5 9,0
Cana-de-agucar 157,9 91,0 9,2

ART: AgUcares redutores totais; Ygart: rendimento médio de etanol em relacdo a quantidade de agucares
consumidos; Petanol: produtividade média em etanol.
Fonte: Fernandes et al. (2014).

Tabela 7 - Desempenho do sorgo sacarino como matéria-prima para producao de etanol em

comparagdo com o milho.

Rendimento em Rendimento em Rendimento em
amido (t/ha) acucar (t/ha) etanol (L/ha)
Sorgo sacarino - 9,5 5479,9
Milho 7,1 7,9 4597,8

Fonte: Vlachos et al. (2014).

No Brasil, a possivel utilizacdo desta matéria-prima tem como objetivo
complementar a producdo de etanol na entressafra da cana-de-agUcar, reduzindo o periodo de
ociosidade das destilarias ao antecipar de 2 a 3 meses a moagem nas usinas, uma vez que é
possivel utilizar a mesma instalacdo para o processamento de ambas culturas (semelhancas
fisicas e de constituintes) (DURAES, 2011). O Proalcool ja previa a utilizacdo do sorgo para
producdo de etanol em microdestilarias, pois ndo havia como distribuir o &lcool em regides
mais afastadas dos centros produtores. Contudo, em 1985 a politica de incentivo foi para as
grandes destilarias que, por sua vez ndo aceitaram a ideia de processar esta matéria-prima. A
retomada das pesquisas sobre producdo de etanol a partir do sorgo ocorreu em 2008, quando
muitas usinas foram compradas por grandes grupos nacionais e internacionais que constataram
que a producdo era interrompida em alguns meses do ano devido a entressafra da cana-de-
acucar (OLIVEIRA, 2012).
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2.4.1 Sorgo sacarino no cendrio brasileiro: complemento da producéo de etanol da cana-

de-agucar

A cana-de-acucar pode ser plantada entre setembro e dezembro (ciclo de 12
meses), janeiro e margo/abril (ciclo de 16-18 meses) ou entre maio e agosto (ciclo de inverno)
(BARBOSA, 2015), sendo que a entressafra nas regides centro-sul ocorre entre novembro e
marc¢o (dependendo do ciclo da cana). Durante a entressafra ha reducéo na producdo de etanol,
0 que causa a elevacdo no preco desse biocombustivel e ociosidade nas destilarias. O cultivo e
processamento do sorgo durante este periodo aumentaria e complementaria a producdo de
etanol (PACHECO®, 2012) sem risco de competicdo com a area de producéo de cana, pois 0
sorgo pode ser cultivado em areas de reforma de canaviais, em locais considerados marginais
para a cana ou que ndo tenham sido contemplados no zoneamento de riscos climaticos para a
cultura (EMYGDIO et al., 2011). Na Figura 6 pode-se visualizar como o sorgo preencheria a
entressafra da cana-de-agucar.

Figura 6 - Cronograma do plantio e colheita do sorgo e da cana-de-agucar nas regides centro-

sul.
NoV| DEZ| IAN| FEVIMAR| ABR|MAI| Jun| JuL |acol sET|ouT|NOV
Colheita da
. ®-{-----f----+F----{-----f----f----1 --@
cana-de-acucar
Plantio do
. R R --@
sorgo sacarino
Colheita d_o ol o
sorgo sacarino

Fonte: adaptado de Oliveira (2012).

Em termos de processo, devido a similaridade entre a cana-de-acUcar e o sorgo,
é possivel utilizar a mesma instalacéo industrial para o processamento de ambas culturas, exceto
por alguns parametros operacionais, adaptaces nas analises e em algumas etapas do processo.
Tais adaptacdes devem ser levadas em conta de modo a tornar possivel a exploracdo de todo o
potencial do sorgo, evitando decorrentes falhas no processamento. Como diferengas entre
ambas matérias-primas, destaca-se que 0 Sorgo possui menor concentracao de sacarose e maior
teor de acucares redutores (glicose e frutose), amido, fibra, solidos solGveis (menor pureza) e
impurezas vegetais (por exemplo, palha e folhas) (PACHECQ®, 2012). A maior concentragio

de glicose pode oferecer risco de contaminagdo, pois as bactérias contaminantes normalmente
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fermentam prioritariamente a glicose (MACHADO, 2011). A presenca de amido pode elevar o
teor de acucares pelo emprego de amilases. A maior quantidade de fibra, requer ajustes na
extracdo e embebicdo, com o intuito de se evitar problemas de embuchamento e perda de
eficiéncia na extracdo. A menor pureza do caldo do sorgo pode interferir na leitura do °Brix e
pode haver a necessidade de se utilizar maior quantidade de agentes floculantes na etapa de
decantacgo, o que gera maior volume de lodo (PACHECOQ®, 2012). A composi¢ao nutricional
desta cultura indica menores teores de nitrogénio amoniacal e fosforo e elevados teores de
aluminio e de potassio, podendo ser necessario a adequacao do teor de nutrientes. No que diz
respeito a estrutura da planta, o sorgo apresenta colmos menores, o que diminui o tempo
disponivel entre a colheita e o processamento devido a rapida deterioracdo da matéria-prima
(MUTTON, 2012).

Como semelhancas destaca-se a possibilidade de emprego das mesmas linhagens
de leveduras utilizadas na fermentacao da cana, o que elimina a necessidade de se desenvolver
novos microrganismos (ALMEIDA e FAVARO, 2011) e o bagaco do sorgo, que assim como
0 da cana, pode ser utilizado na producéo de etanol 2G e apresenta como vantagem menor teor
de lignina, o que facilita a hidrélise (MACHADO, 2011).

Na Tabela 8, 9 e 10, pode-se observar a diferenca entre alguns parametros do
sorgo sacarino e da cana-de-agucar, com destaque para as seguintes caracteristicas do sorgo:
menor ciclo de crescimento, producdo de grdos, menor concentracdo de sacarose, maior

concentracdo de acUcares redutores, menor pureza e menor teor de lignina.

Tabela 8 - Caracteristicas agrondmicas do sorgo sacarino e da cana-de-agucar.

Sorgo Sacarino Cana-de-agucar

Ciclo fenoldgico 4 meses 12-18 meses

) ) Propagacéo Propagacéo
Tipo de plantio )

por sementes Vegetativa
Plantio, tratos culturais e colheita Mecanizével Mecanizavel
Producéo de graos Produz (2,5 t/ha) N&o produz
Demanda de agua (mm/periodo
_ 450-650 1500-2500
total de crescimento)
Consumo de fertilizantes
81 206

N, P20s, K20 (kg/ha)

Fonte: FAO 1986; Coelho et al. (2002); Durdes (2011); Barbosa (2015); Santos e Diola (2015); Nova Cana
(2016).
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Tabela 9 - Caracteristicas da fibra do bagaco do sorgo sacarino e da cana-de-agucar.

Cana-de-acUcar®  Sorgo Sacarino?

Celulose 34,9 21,3
Hemicelulose 22,7 11,6
Lignina 29,3 10,3
Extrativos* 2,3 42,0
Cinzas 3,3 0,55

*taninos, pigmentos, alcaloides, 6leos essenciais, resinas e graxas.
Fonte: Rabelo (2010)%; Barcelos (2012)2.

Tabela 10 - Caracteristicas do caldo extraido do sorgo sacarino e da cana-de-agucar.

Sorgo Sacarino  Cana-de-acgucar

°Brix 15-19 18-25
Pureza 60-75 80-90
Fibra (%) 12-20 10-15
Sacarose no caldo (%) 8-13 14-22
Acucares Redutores no caldo (%o) 1-3 0,5-1
Glicose no caldo (%) 0,5-2 0,2-1
Frutose no caldo (%o) 0,5-1,5 0-0,5
AcUcares Redutores Totais no caldo? (%) 12-17 15-24
Amido no caldo (%) Até 0,5 0,001-0,05

'minimo de 12,5% para se obter uma producéo econdmica e sustentavel a partir do sorgo sacarino e ter
conversdo completa de agicar em etanol entre 6 a 10 h (SCHAFFERT e PARRELLA, 2012)

Brix: solidos solUveis; Pureza: relagéo entre a porcentagem em massa de sacarose e de sélidos sollveis
contida em uma solugdo agucarada; Fibra: porcentagem em massa de matéria seca insollvel; Aglcares
redutores: quantidade de agucar invertido (glicose, frutose e outras substancias redutoras); Agulcares
redutores totais: quantidade de aglcares obtidos pela hidrolise total da sacarose.

Fonte: Pacheco? (2012).

Pacheco et al. (2014) avaliaram a fermentacdo de diferentes variedades de sorgo
(BRS 506, 507, 508, 511) e linhagens de S. cerevisiae (CAT-1, PE-2 e SA-1). Com relacéo ao
desempenho das leveduras, ndo houve diferenca entre as cepas. J& com relacéo as variedades
de sorgo, houve discrepancia entre as concentracdes de aclcares dos caldos (ART), que
variaram de 87 a 169 g/L e consequentemente o teor alcodlico variou de 70-90%, os autores
atribuiram esta diferenca ao fato de alguns cultivares terem sido colhidos com indice de

maturagdo inadequado.
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Masson et al. (2015) examinaram o processo fermentativo do sorgo sacarino
(CVSW80007) e da cana-de-aglcar (RBB966928) a 30 °C, utilizando a estirpe FT858, com
concentracdo inicial de 30 g/L e observaram que apesar do sorgo apresentar valores de °Brix,
pH e ART adequados para o processo fermentativo, estes foram menores que os da cana-de-
acucar. Contudo, os autores consideraram que os resultados foram satisfatorios para o
processamento do sorgo em abril, possibilitando a reducdo do periodo de entressafra da cana.

A Tabela 11 apresenta os resultados obtidos por Masson et al. (2015).

Tabela 11 - Comparacdo entre ART, teor alcdolico e rendimento na produc&o de etanol a

partir da cana-de-acucar e do sorgo.

ART (%) Teor alcoodlico (%) Rendimento (%)
Cana 17,30 7,32 87,51
Sorgo 15,20 6,33 81,38

Fonte: adaptado de Masson et al. (2015).

Gomes (2014) estudou o processo fermentativo do caldo de sorgo sacarino
(CVSW8007), de cana-de-acucar (RB855453) e da mistura de ambos, como microrganismo
utilizou a levedura Pedra 2. O processo fermentativo se deu a 32 °C com uma concentragao
inicial de células de 30 g/L. Tanto o sorgo quanto a cana foram colhidos no més de abril, o
sorgo com 125 dias apds a semeadura e a cana em diferentes estagios de amadurecimento (1C
- 1° corte com 12 meses de idade, 2C - 2° corte com 9 meses e 4C - 4° corte com 9 meses). Na
Tabela 12 verificam-se as misturas utilizadas e os resultados para °Brix e ART do caldo, bem
como a eficiéncia fermentativa. Observa-se que valores mais altos de ART foram encontrados
no caldo de cana 1C, seguido do sorgo, cana 2C e cana 4C. Quanto as misturas, verifica-se
melhora na qualidade da matéria-prima da cana 4C e decréscimo na qualidade da matéria-prima
da cana 1C e 2C. Analisando os resultados da fermentacdo, o teor alcodlico de todos 0s ensaios
foram proximos e o melhores resultados para eficiéncia fermentativa, foram para o caldo 100%
cana 4C e caldo 70% sorgo+30% cana 2C, fato que foi relacionado com a menor quantidade de

acucares residuais no vinho.
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Tabela 12 - Dados da fermentagdo empregando caldos de sorgo, de cana-de-agUcar e misturas

de ambas matérias-primas.

Brix! ART! Teor alcodlico Eficiénci'a
(%) (%) (%) fermentativa
(%)

100% Sorgo 17,7 13,55 7 87,7
70% Sorgo+30% Cana 1C 16,8 13,15 7,1 93,9
70% Sorgo+30% Cana 2C 15,7 12,9 7 95
70% Sorgo+30% Cana 4C 16,9 14,9 6,8 89,2
40% Sorgo+60% Cana 1C 19,6 15,6 7,1 85,9
40% Sorgo+60% Cana 2C 13,7 12,5 6,9 93,6
40% Sorgo+60% Cana 4C 16,4 14,4 6,8 82,3
100% Cana 1C 21,4 19,5 7,6 80,8
100% Cana 2C 15,4 13,4 7,3 87,2
100% Cana 4C 13,3 11,8 6,9 97,6

1Caldo
Fonte: adaptado de Gomes (2014).

A partir dos seus resultados, Gomes (2014) inferiu que a mistura de sorgo e cana,
pode trazer incrementos para as usinas, permitindo flexibilizar a colheita tanto da cana, quanto
do sorgo para o caso de colheita de cana imatura.

Junqueira (2015) avaliou por meio de simulagdo no software Aspen Plus® a
viabilidade técnico-econdmica de se utilizar o sorgo sacarino na entressafra da cana,
considerando producdo de etanol e eletricidade (bagago) utilizando os mesmos equipamentos
empregados no processamento da cana. Foram avaliados dois casos: (i) ampliacdo da temporada
em 28 dias, plantando sorgo em areas de replantio da cana e (ii) ampliacdo da temporada em 60
dias com sorgo sendo plantado em areas de replantio ou sendo fornecido por produtores
independentes. No caso (i) o estudo demostrou um aumento de 10% na producédo de etanol e
5% na producéo de energia elétrica e no caso (ii) houve um aumento de 20% na producéo de
etanol e 10% na de eletricidade.

Em suma, o sorgo se destaca agronomicamente e pela sua funcionalidade na
producdo de etanol. Agronomicamente, é eficiente no uso da agua e de insumos, possui curto
periodo de crescimento, apresenta bom desenvolvimento em diferentes tipos de clima e solo e

¢ uma cultura completamente mecanizada (colheita e plantio por sementes). Quanto a sua
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funcionalidade, € possivel utilizar todas as suas partes na producdo de etanol: os aglcares dos
colmos, o amido dos graos e o bagaco lignocelulésico, que pode ser utilizado tanto na produgéo

de etanol 2G, quanto na producdo de energia

2.5 Processos de extracdo de etanol por arraste gasoso

A produtividade do processo fermentativo, dentre outros fatores, esta fortemente
ligada a inibicdo do metabolismo celular ocasionada pela presenca de etanol. Esse efeito pode
ser observado a partir de concentracfes de ~40 g/L, ficando mais evidente em concentragoes
mais elevadas. Para minimizar ou neutralizar este efeito, pode-se recorrer a remocao deste
produto do meio de fermentacdo. Desta forma, é possivel aumentar a produtividade do processo,
uma vez que baixa concentracdo de etanol, além de ndo ser o desejado, acarreta na producéo de
grandes volumes de vinhaca (residuo da destilacdo), sendo que aproximadamente 12 L de
vinhaca sdo produzidos para cada litro de etanol purificado (AMORIM et al., 2011). Além
disso, a remocdo de etanol do meio diminui gastos com a purificacdo do produto final e permite
o uso de caldos mais concentrados (GROOT et al., 1989; CARDONA E SANCHEZ, 2007).

A remocdo de etanol pode ser realizada por meio do acoplamento de diferentes
operacdes unitarias ou atraves de um processo simultaneo que favoreca a retirada in situ deste
produto do meio fermentativo (CARDONA E SANCHEZ, 2007). Dentre os métodos
existentes, pode-se citar a remocao de etanol por vacuo, pervaporacao, extracao liquido-liquido,

adsorcao e arraste gasoso (stripping).

1) Processo a vacuo

No processo a vacuo, a queda de pressdo faz com que os componentes que
possuem alta pressédo de vapor/baixa temperatura de ebuligdo, como o etanol, sejam transferidos
para a fase vapor (PONCE, 2015). Dentro do contexto brasileiro, Atala (2004) desenvolveu um
sistema que acoplou um evaporador flash ao fermentador, possibilitando a remocao de etanol

ao longo da fermentagédo e 0 emprego de um mosto mais concentrado em agucares.

2) Pervaporacao
Na pervaporacdo, a corrente liquida que contém os produtos voléteis flui para

um lado da membrana, enquanto que vacuo ou gas inerte é aplicado do outro lado. Os
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componentes de interesse permeiam a membrana e séo transferidos para a fase gasosa, 0 vapor

resultante (permeado) é entdo condensado (VANE, 2005).

3) Extracéo liquido-liquido

Na extracdo liquido-liquido, o contato entre um liquido extratante e 0 meio
fermentativo faz com que produtos da fermentacdo sejam transferidos para a fase extratante.
Este contato pode ocorrer de forma direta, via misturador ou coluna empacotada, ou de forma
indireta, utilizando membranas (perstracdo). Apos extracao, os produtos de interesse devem ser

recuperados e o extratante volta para o processo (VANE, 2008).

4) Adsorcédo

Na adsorcdo, o produto de interesse é transferido de uma corrente liquida para
um material adsorvente solido. Normalmente o material adsorvente encontra-se em uma coluna
empacotadora. Diferente dos sistemas que envolvem fases de gas, vapor ou liquido, o agente
de extracdo solido ndo se move através do sistema, sendo assim este processo envolve ciclos de

carregamento e descarregamento do adsorvente (VANE, 2008).

5) Arraste gasoso
De modo geral, o arraste gasoso consiste na transferéncia de um determinado

composto de uma fase liquida para uma fase gasosa devido a passagem de um gas através de
uma solugdo (MULLHOLAND E SHEPPARD, 1987).

A transferéncia de massa (liquido-gas) que ocorre neste sistema pode ser
explicada pela teoria dos dois filmes (LEWIS E WHITMAN, 1924), que é baseada nas
seguintes premissas: (i) existe uma pelicula estagnada em cada lado da interface gas-liquido,
sendo que a velocidade de transferéncia de massa é controlada pelas velocidades de difusdo nas
peliculas estagnadas, (ii) a resisténcia devido a interface liquido-gas é desprezivel quando
comparada as resisténcias das peliculas estagnadas de gas e de liquido. Como ha intensa
movimentacdo das moléculas de gas, a resisténcia a transferéncia de massa na fase gasosa pode
ser desprezada, sendo a transferéncia de massa do sistema governada pela pelicula estagnada
da fase liquida.

Varios tipos de gases podem ser utilizados no arraste gasoso, tais como 0 COz e
N2, a escolha vai depender das condic¢des do reator e da miscibilidade do componente volatil a
ser recuperado (MULLHOLAND E SHEPPARD, 1987). Além das diversas opc¢des de gas, ha
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diversos tipos de arranjo de equipamentos que podem ser utilizados, conforme observa-se na

Figura 7.

Figura 7 - Esquema das diferentes configuracdes do sistema de arraste gasoso.

@ Gis rico em produto @ Caldo fermentativo  Gas rico em pmdu:o
‘ i

Coluna
stripper

Fermentagao
continua

Fermentador Condensador Condensador

I

Reciclo de gés Produto

@ Caldo fermentativo  Gas rico em produto
‘ 1

Coluna
stripper Condensador
com leito

| ' '

Caldo fermentativo Reciclo de gds  Produto

v
Caldo fermentativo Reciclo de gds  Produto

Fermentagiao
continua

Fonte: adaptado de Qureshi e Blaschek (2001).

O arranjo mais comum €é o arranjo A, onde 0 gas de arraste é inserido na parte
inferior do fermentador, passa pelo condensador para recuperacdo do produto e retorna para o
processo. No arranjo B, o caldo de fermentacdo passa por uma coluna stripper e retorna para o
fermentador, enquanto que o gas rico no produto de interesse passa por um condensador, onde
este produto é recuperado. E por fim, o arranjo C s6 se difere do arranjo B pelo uso de uma
coluna stripper de leito empacotado.

Para que se alcance a remocdo de produto desejada, alguns parametros devem
ser controlados, sdo eles: vazdo de gas, temperatura e densidade do meio (MULLHOLAND E
SHEPPARD, 1987).

1) Vazdo de gas

Alta vazéo de gas aumenta a transferéncia de massa devido ao aumento da area
de contato entre a solucdo e o gas, facilitando a remocao do produto de interesse. Contudo, ha
também remoc&o de agua, que ndo é desejavel, pois diminui a concentra¢do do produto volatil
no condensado (LUP®, 2011). Sendo assim, a vaz3o de gas ideal deve ser a suficiente para manter

a concentracdo de etanol em valores que ndo sejam téxicos aos microrganismos (PONCE,
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2015). No caso de fermentagdo alcodlica utilizando levedura S. cerevisiae uma concentracao
de etanol ao redor de 40 g/L resulta em grande reduc¢do da inibi¢do das células (ATALA, 2004).

2) Temperatura
Altas temperaturas fazem com que a pressao de vapor dos compostos volateis

aumente favorecendo o arraste e a recuperacdo destes compostos. Além disso, altas
temperaturas diminuem a densidade, a tensdo superficial e a viscosidade do meio fermentativo
aumentando a solubilidade do substrato (LIU E HSU, 1990). Porém, as leveduras possuem uma
temperatura 6tima de trabalho, portanto mesmo que o processo de arraste tenha melhor
rendimento a altas temperaturas deve-se utilizar a temperatura ideal para 0 microrganismo
(SONEGO, 2016).

3) Densidade do meio

O meio fermentativo contém células, proteinas, aclcares e sais que podem
aumentar a viscosidade da solucdo podendo impactar na performance do arraste gasoso quando

comparado a uma solucdo sintética, com apenas agua e etanol (LU, 2011).

A remocao de etanol do meio fermentativo pela sua transferéncia para a corrente
gasosa € uma técnica atraente devido a sua relativa simplicidade e por se ter ainda a opcao de
utilizar o didxido de carbono produzido durante a fermentacdo como gas de arraste (VANE,
2008). Durante a fermentacdo a cada 1 L de etanol produzidos sdo gerados 425 L de COg, gas
este que € descartado (SONEGO, 2016). Além disso, a técnica é de baixo custo de operacéo,
ndo ha risco de se ter problemas de incrustacdo ou entupimento, como na técnica de
pervaporacdo (PONCE, 2015), ndo remove nutrientes nem as células do meio (PARK E GENG,
1992) e é possivel utilizar a mesma temperatura do fermentador para a remoc¢édo do etanol
(VANE, 2008).

Ponce (2015) realizou ensaios de fermentacdo em batelada com arraste gasoso
(CO2) em reator com volume de trabalho de 7 L. O autor realizou seis experimentos variando a
concentracdo de agucares (170-300 g/L) e a vazdo de gas (4 L/min e 6 L/min), mantendo fixos
a temperatura (35 °C) e agitacdo (300 rpm) e obteve os seguintes resultados:
¢ fixando a concentracdo de agucares (170 g/L) e variando a vazao de gas, o autor observou

que para uma vazdo de gas de 6 L/min a concentracéo de etanol no caldo foi menor do que

para uma vazao de 4 L/min, contudo a concentracao de etanol no condensado foi maior na
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vazdo de 4 L/min. A produtividade em etanol foi muito semelhante, 2,42 g/L-h para uma
vazdo de 4 L/min e 2,39 g/L-h na uma vaz&o de 6 L/min, estes resultados foram menores do
que os da fermentacdo em batelada sem arraste (2,49 g/L.h);

e aumentando a concentragdo de aglcares (250 g/L) e variando a vazao de gas, o autor obteve
menor concentracao de etanol no caldo, maior concentracéo de etanol no condensado e maior
produtividade do que nas fermentacbes com menor concentragdo de acUcares. As
produtividades foram maiores do que as obtidas no ensaio em batelada sem arraste;

e aumentando ainda mais a concentracdo de actcares (300 g/L) e fixando a vazdo de gas em 4
L/min, a concentracdo de etanol no caldo (50,7 g/L), a produtividade (3,59 g/L.h) e a
concentracdo de etanol no condensado (233,35 g/L) foram maiores do que para 0s
experimentos anteriores.

Com estas constatacdes Ponce (2015) concluiu que melhores resultados podem
ser obtidos com altas concentracGes de aglcares e menores vazdes de gas. 1sso porque, menores
vazdes de gds aumentam a taxa de recuperacdo de etanol no condensado e maiores
concentracdes de acucares diminuem a necessidade de acrescentar &gua no mosto.

Sonego (2016) também estudou o arraste gasoso (CO2) em reator (5 L) e realizou
diversos ensaios em solucdo hidroalcodlica variando a vazao especifica de gas (1; 1,6; 2,5; 3,39
e 4 vvm), a concentracéo inicial de etanol (30/36,1/45/53,9 e 60 g/L) e a temperatura da solucéo
(30; 30,8; 32; 33,2 e 34 °C). O autor constatou que vazdes de gas elevadas favorecem a remocao
de etanol, porém ha maior arraste de dgua. O autor também verificou que aumentando a
concentracdo de etanol e a temperatura da solucdo obtém-se maiores valores para o fator de
arraste e constante de velocidade de remocéo de etanol, mesmo a vaz@es de gas menores. Além
de ensaios em solucdo hidroalcoolica, o autor realizou ensaios de fermentacdo convencional e
extrativa. Nas fermentacdes extrativas em batelada, foi fixada a vazdo especifica de gas (2
vvm), a temperatura (34 °C) e o meio fermentativo, variou-se apenas o tempo de inicio do
arraste, os resultados obtidos pelo autor foram:

e arraste com inicio na quinta hora de fermentacéo: neste momento a concentracdo de etanol
era de 65,5 g/L, o consumo completo de substrato ocorreu na oitava hora e a concentragao
méaxima de etanol no caldo foi de 73,4 g/L;

e arraste com inicio na quarta hora de fermentacdo: neste momento a concentracéo de etanol
era de 58,4 g/L, o completo consumo de substrato ocorreu na sétima hora e a concentracao

maxima de etanol no caldo foi de 70,4 g/L;
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e arraste com inicio na terceira hora de fermentacéo: neste momento a concentracao de etanol
era de 43,3 g/L, o completo consumo de substrato ocorreu na sétima hora e a concentracao
maxima de etanol no caldo foi de 68,0 g/L.

A partir desses ensaios, Sonego (2016) constatou que a fermenta¢do com inicio
do arraste na terceira hora apresentou a maior produtividade em etanol em comparagdo com a
fermentacao convencional, este resultado foi justificado devido a minimizacao da inibicéo, que
a partir de 40 g/L de etanol passa a ser mais significativa. Além disso, foi constatado pelo autor
que a velocidade de consumo de substrato aumentou apds o inicio do arraste, resultando em
menor concentracdo de substrato residual.

Pinto (2014) avaliou a influéncia da vazdo de gas (CO) e da temperatura em
processo de arraste em vinho delevedurado e observou que o fator de arraste foi fortemente
influenciado pela temperatura seguido da vazdo de gas. A autora também verificou em um
ensaio de fermentacdo extrativa em batelada alimentada, que com uma vazao especifica de gas
de 1 vvm foi possivel reduzir a temperatura do meio fermentativo em 41% e as vaz0es
volumeétricas de agua de resfriamento em 34%, gerando economia de energia e insumos nas
torres de resfriamento.

Kumar et al. (2015) realizaram ensaios de fermentacdo a 50 °C com e sem arraste
de etanol por N, utilizando a linhagem Kluyveromyces sp. IIPE453 e hidrolisado de bagaco de
cana-de-agucar como substrato. Ao realizarem um comparativo entre estes ensaios, observaram
que sem arraste a concentracao de etanol no meio foi de 16,8 g/L, ja no ensaio com arraste, a
concentracdo de etanol foi de 1,5 g/L no biorreator e 56,3 g/L no condensado, assim foi possivel
recuperar aproximadamente 90% de etanol. Contudo, o rendimento e as produtividade
volumétrica e especifica em etanol foram semelhantes entre ambos ensaios. Os autores
constataram que ndo houve efeito do arraste de etanol na fermentacdo. Porém, apontaram como
vantagem do sistema a alta concentracdo de etanol no condensado, 0 que torna a recuperagdo
do produto mais econdmica do que no processo convencional.

Com o que foi exposto € possivel dizer que a técnica do arraste gasoso é
promissora, pois permite a remocao de parte do etanol produzido durante a fermentacéo, sendo
que a quantidade remanescente reduz a inibi¢cdo do metabolismo celular, permitindo a utilizagéo
de meios mais concentrados, aumentando a produtividade, reduzindo a temperatura do meio
fermentativo e o custo com a recuperacao do etanol.

Ao longo dessa revisdo destacaram-se trés formas de melhorar a produtividade

e rendimento da producdo de etanol de primeira geracdo: (i) emprego de leveduras
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termotolerantes, (ii) introducdo do sorgo sacarino como matéria-prima complementar a cana-
de-aguUcar e (iii) uso do processo de arraste de etanol. O emprego de linhagens termotolerantes
K. marxianus além de proporcionarem melhor desempenho em locais de clima quente,
economia de energia e restricdo nas chances de contaminacdo devido a sua termotolerancia,
oferecem ainda como vantagem a possibilidade de se utilizar uma vasta gama de substratos. A
utilizacdo do sorgo sacarino no Brasil tem como objetivo complementar a producéo de etanol
na entressafra da cana-de-agucar, mas em outras partes do mundo, o sorgo se destaca
agronomicamente, por apresentar bom desenvolvimento em diferentes tipos de clima e solo e
pelo fato de ser possivel aproveitar todas as suas partes para a produgédo de etanol. Por fim, a
extracdo de etanol pelo processo de arraste gasoso permite a remogdo deste produto do caldo
durante o processo fermentativo. Tal remoc¢do reduz a inibicdo das células causada pela
presenca de altas concentrac@es de etanol, aumentando a produtividade do processo, permitindo
a utilizacdo de meios mais concentrados em agUcares e reduzindo o custo com a recuperacao

do produto.
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3 Materiais e Métodos

Este trabalho foi dividido em trés etapas: (i) propagacdo da linhagem
termotolerante de K. marxianus, (ii) ensaios de fermentacdo em frascos agitados e (iii) ensaios
de fermentacdo em biorreator. A propagacdo da linhagem de K. marxianus foi realizada em
biorreator do tipo tanque agitado e aerado (5 L) e a massa celular obtida foi estocada em
criotubos. Nos ensaios de fermentacdo em frascos agitados foram realizadas trés analises: (i) na
Analise 1 comparou-se o desempenho da linhagem termotolerante com o de leveduras
comercial e industrial, (ii) na Analise 2 realizaram-se ensaios com a linhagem termotolerante
em meio composto por sorgo sacarino, sorgo sacarino suplementado com nutrientes e sorgo
sacarino suplementado em mistura com melaco e (iii) na Analise 3 avaliou-se a temperatura
Otima de fermentacdo da linhagem de K. marxianus por meio de ensaios de fermentacdo nas
temperaturas de 36, 38, 40, 42 e 44 °C. Em biorreator do tipo pneumatico de coluna de bolhas
(2 L) foram realizados ensaios de fermentagdo no modo batelada convencional e no modo
batelada com arraste de etanol empregando diéxido de carbono. Em todos os experimentos de
fermentacdo foram calculados os principais parametros de processo (velocidade especifica
maxima de crescimento, coeficientes de rendimento e produtividades em etanol e glicerol).
Realizou-se a modelagem matematica do processo empregando os dados experimentais dos
ensaios realizados em frascos agitados (em diferentes temperaturas) e em biorreator e os
parametros do modelo foram estimados empregando algoritmo genético com auxilio da funcao

optim_ga do programa computacional do Scilab (versdo 5.1.1).

3.1 Materiais

1) Microrganismos

Foi utilizada uma linhagem termotolerante de K. marxianus isolada de uma
Usina do interior do Estado de Sdo Paulo e gentilmente cedida pelo Dr. Anderson F. da Cunha
(Departamento de Genética e Evolucdo, UFSCar) (fenotipagem e sequenciamento da linhagem
encontram-se no Apéndice). Além desta, empregaram-se duas linhagens de S. cerevisiae, uma
comercial de panificacdo (AB Brasil, Pederneiras, SP) e outra industrial (Y-904, AB Brasil,

Pederneiras, SP), ambas na forma liofilizada.
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2) Meios de cultura
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A composicdo dos meios de cultura empregados nas etapas de crescimento,

ativacdo e fermentacdo é apresentada na Tabela 13.

Tabela 13 - Composicao dos meios de crescimento, ativacdo e fermentacao.

Meio de crescimento
(YPD)!

Extrato de levedura (10 g/L); peptona (20 g/L); glicose
(20 g/L)

Meio batelada
(MB)?

Glicose (20 g/L), KH2PO4 (8,8 g/L), MgSQO4-7H20
(7,7 g/L), extrato de levedura (30 g/L) e ureia (4,8 g/L)

Meio batelada alimentada
(MBA)?

Glicose (200 g/L), KH2PO4 (8,8 g/L), MgSO4-7H.0
(7,7 g/L), extrato de levedura (30 g/L) e ureia (4,8 g/L)

Meio de ativagdo
(MA)?

Sacarose (110 g/L)*, KH2PO4 (5,6 g/L), MgSO4-7H.0
(1,4 g/L), extrato de levedura (6,8 g/L) e ureia (5,32

g/L)

Meio de fermentacéo 1
(MF1)3

Sacarose (180 g/L), KH2PO4 (5,6 g/L), MgSO4-7H20
(1,4 g/L), extrato de levedura (6,8 g/L) e ureia
(5,32 g/L)

Meio de fermentacéo 2
(MS)*

Sorgo sacarino (Silotec 20®, Seprotec sementes)

Meio de fermentacéo 3
(MSS)*

Sorgo sacarino suplementado com: KH2POg4 (5,6 g/L),
MgSO4-7H20 (1,4 g/L), extrato de levedura (6,8 g/L) e
ureia (5,32 g/L)

Meio de fermentacéo 4
(MSM)®

Sorgo sacarino suplementado e melago (50%:50% v/v)

'Fonseca et al. (2007); Falco et al. (2014), Sonego (2016); 3Sonego (2016); “Silva et al. (2016); *Melhor
combinacéo dentre 75% melaco+25% sorgo, 25% melago+75% sorgo e 50% mela¢o+50% sorgo segundo Silva et

al. (2016); *Eiadpum et al. (2012).
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3.2 Métodos

3.2.1 Métodos experimentais

1) Preparo da cultura estoque de K. marxianus

Objetivou-se iniciar os ensaios de fermentagdo com concentracdo celular em
torno de 10 g/L. Para tal, preparou-se cultura estoque através de cultivo no modo batelada
alimentada com perfil exponencial de alimentacdo do meio de cultivo. Apds, as células foram

preservadas em Ultrafreezer (-80 °C).

O in6culo do cultivo foi preparado em frascos agitados (volume de 500 mL, 50
mL de meio YPD, 40 °C, 250 rpm, 10 h) a partir de microrganismo conservado em placa de
Petri (YPD+éagar solido). Foram necessarios 10 frascos de Erlenmeyers inoculados com uma
alcada cada para comecar o cultivo com aproximadamente 1 g/L de células.

O cultivo foi realizado em biorreator do tipo tanque agitado e aerado (5 L)
modelo BioFlo 310 (New Brunswick Scientific™, Nova Jersey, EUA), a 40 °C. A primeira
etapa do cultivo foi operada no modo batelada com volume inicial de 1,5 L, agitacdo de 360
rpm e duracdo de 3 h. Em seguida iniciou-se a operacdo em modo batelada alimentada até
atingir o volume util do biorreator. Durante esta etapa a velocidade de agitacdo foi controlada
manualmente de modo a manter a concentracdo de oxigénio dissolvido no meio de cultivo em
30% de saturagdo. A vazdo de ar foi mantida constante em 2 L/min e o pH foi controlado em
4.5 pela adigdo de solucdo de NaOH 5M ou de H2SO4 5M. Para tentar manter um um perfil
exponencial de alimentacdo de meio suplementar, a cada meia hora aumentou-se a rotacao da
bomba de suplementacdo (modelo 323 Dz Watson Marlow) calculada a partir da Equacéo (4).
Sendo que a vazdo de alimentacdo foi obtida pela Equacédo (5), o volume de suspensdo pela
Equacdo (6), considerado uma taxa de diluicdo de 0,15 h e que com a bomba e a mangueira

utilizadas foi possivel obter uma vazéo volumetrica de 0,27 mL/revolugéo.

-f (4)

F=D.V (5)
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V= VOeDt (6)

onde V (L) é o volume de suspensdo no biorreator no instante t (h), Vo (L) o volume de
suspensdo inicial, D a taxa de diluicdo (h™!), F a vazdo de alimentagdo (L/h), Ry a rotacio da
bomba (rpm), Q a vazdo volumétrica da bomba em conjunto com a mangueira (mL/revolucgéo)
e f o fator de converséo das unidades.

A partir da etapa em batelada alimentada coletou-se a cada 1 h, 1 mL de amostra
para analise das concentracdes de aclcares e etanol e 1 mL para analise da concentracéo celular,
a cada 2 h foi coletado 0,010 mL para analise da viabilidade celular. Durante o cultivo foi feita
analise de glicose utilizando kit monitor de glicemia (Accu-chek® active Roche). Para tal,
coletou-se 1 ml de suspensdo, centrifugou-se (4000 rpm, 10  min,
4 °C) e realizou-se a diluicdo do sobrenadante de modo a conseguir realizar a leitura no kit de

glicemia que possui leitura na faixa entre 0,1 a 6 g/L de glicose.

Ao final do cultivo, a suspenséao foi centrifugada (4000 rpm, 20 min, 4 °C) e
ressuspendida em 1 L de meio (meio de fermentacdo 1), a 20% v/v de glicerol (crioprotetor) e
considerando 80% de umidade do creme de levedura (fracdo solida coletada). Em seguida, a
solucdo de células resultante foi distribuida completando o volume Util de criotubos de 5 mL e

armazenada em ultrafreezer a -80°C.

2) FermentacBes em frascos agitados

Nos cultivos com as linhagens comercial e industrial de S. cerevisiae ndo foi
necessario o preparo de indculo, mas para a completa dissolucdo da linhagem comercial no
meio fermentativo, optou-se por esperar 15 min em agitacdo antes do inicio do ensaio. Ja para
a linhagem termotolerante foi necessario realizar procedimento de ativagéo, devido ao processo
de congelamento dos criotubos fazer com que a viabilidade do microrganismo caisse
bruscamente.

A ativacdo da linhagem termotolerante foi realizada em frascos agitados (40°C,
250 rpm, pH 4,5, 10 h) de 1 L com 100 mL de meio utilizando como pré-inéculo um criotubo.
Ap0s ativagdo a suspensao foi centrifugada (4000 rpm, 20 min, 4 °C) e ressuspendida no meio
de fermentacéo. Para cada frasco utilizado na fermentacéo foi necessario preparar um frasco de
indculo. Todas as fermentagdes comegaram com concentragao celular de aproximadamente 10
o/L.
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Com relagéo aos meios de fermentacdo, quando se utilizou meios compostos por
sorgo sacarino foi necessario centrifuga-lo (4000 rpm, 20 min, 4 °C) e filtra-lo em filtros
qualitativos (tipo 1 Whatman 125 mm - Cat No 1001 125) para remocdo dos solidos em

suspensdo. O ajuste do pH dos meios de cultivo foi realizado com H2SO4 1M.

Os ensaios de fermentacéo foram realizados em frascos agitados de 250 mL, com
100 mL de meio (200 rpm, pH 4,5, 9 h) em duplicata. Para analise do processo, a cada
1 h foi coletado 1 mL para analise das concentracdes de acglcares, etanol e glicerol, 1 mL para
analise da concentragéo celular e a cada 2 h foi coletado 0,010 mL para anélise da viabilidade
celular.

Primeiramente foram realizados ensaios de fermentacdo para verificacdo do
potencial fermentativo da linhagem termotolerante (Analise 1). Para tal, foram realizados
ensaios de fermentacdo com a linhagem termotolerante a 40 °C e com as linhagens comercial e
industrial a 34 °C (temperatura étima dessas cepas) e a 40 °C. Apds, avaliou-se o0 desempenho
da levedura termotolerante utilizando diferentes substratos (Analise 2). Nesta avaliacdo foram
realizados ensaios de fermentacdo com sorgo sacarino, sorgo sacarino suplementado e sorgo
sacarino suplementado com adi¢do de melago. Por fim, realizaram-se ensaios em diferentes
temperaturas para avaliagdo da temperatura 6tima de fermentacdo da linhagem termotolerante

(Andlise 3). Na Tabela 14 sdo apresentadas as condi¢des dos ensaios de fermentacdo realizados.

Tabela 14 - Principais condi¢des dos ensaios de fermentacéo realizados.

Microrganismo T (°C)

. _ Linhagens comercial,
Analise 1  Meio de fermentagéo 1 ) ) 34, 40
industrial e termotolerante

Andlise 2  Meios de fermentacédo 2, 3e 4 Linhagem termotolerante 40
. : ) 36, 38, 40,
Analise 3  Meio de fermentacgéo 1 Linhagem termotolerante 42 44

3) Fermentacdes em biorreator

As fermentagOes em biorreator foram realizadas com o objetivo de avaliar o

desempenho da linhagem termotolerante em ensaios convencionais e com arraste de etanol por
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dioxido de carbono. O biorreator utilizado foi do tipo pneumético de coluna de bolhas,
encamisado e de volume util de 2 L (BADINO et al., 2007).

Os ensaios em batelada convencional foram realizados a 40 °C, pH 4,5, durante
9 h, utilizando o meio de fermentacdo 1. A agitacdo foi realizada por recirculacdo de meio,
utilizando bomba peristéltica (modelo 323 Dz Watson Marlow), rotacdo de 300 rpm e para
minimizar possiveis perdas de etanol por evaporacdo, acoplou-se um condensador (7 °C) ao
biorreator.

Os ensaios em batelada com arraste de etanol por CO» foram realizados nas
mesmas condi¢es e com 0 mesmo meio de fermentagdo dos ensaios convencionais, exceto
pela agitacdo e uso de condensador, que foram utilizados somente até o inicio da injecdo de
CO». Baseado nos ensaios em batelada convencional e no fato de que a inibi¢do do metabolismo
celular inicia-se em 30-40 g/L de etanol (valor tipico de leveduras), optou-se por iniciar a
alimentacdo da corrente de didxido de carbono na terceira hora de fermentagdo. Durante estes
ensaios o processo fermentativo foi analisado em diferentes vazdes de CO3, escolheu-se realizar
ensaios a 2,5, 1,5 e 1,0 vwm, devido aos melhores resultados obtidos no estudo desenvolvido

por Sonego (2016), o qual empregou 2,0 vvm.

Com relagdo ao indculo, este foi preparado da mesma forma do realizado nas
fermentacdes em frascos agitados. Porém, para iniciar os ensaios com concentracdo celular de
aproximadamente 10 g/L, foi necessario preparar o inéculo em 20 frascos de Erlenmeyers.

Para anélise de todos os processos, a cada 1 h foi coletado 1 mL de amostra para
analise das concentracBes de acUcares, etanol e glicerol, 1 mL para andlise da concentracdo
celular e a cada 2 h foi coletado 0,010 mL para andlise da viabilidade celular

3.2.2 Métodos de analise

1) Concentracéo celular

A analise da concentracgéo celular foi realizada por método gravimeétrico (método
da massa seca). Para tal, membranas de nitrato de celulose (0,45 um e 47 mm de didmetro)
foram previamente secas em estufa (60 °C, 24 horas) e pesadas. A suspenséo (1 mL) foi filtrada

com auxilio de bomba a vacuo e lavada com 10 mL de agua destilada, em seguida as membranas
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foram novamente colocadas na estufa (60 °C, 24 horas) e pesadas. A concentragéo celular foi
entdo calculada pela Equagéo 7.

CX: Msecq (7)

Vamosl’ra

onde C, € a concentracdo celular (g/L), mg.., € @ massa de células ap6s a secagem (g) e

Vamostra € 0 VOlume da amostra retirada para secagem (L).

2) Viabilidade celular
A viabilidade celular foi quantificada por meio da contagem de células em

camara de Neubauer com auxilio de microscopio 6ptico (Olympus, BX50F-3). Para tal, foram
realizadas diluices seriadas, primeiro em EDTA (0,1 mol/L) e ap6s em solucdo de azul de
metileno (0,02% de azul de metileno a 2% de citrato de sédio). Para a linhagem termotolerante
e industrial a diluicdo foi de 90 vezes e para a linhagem comercial, 40 vezes. Apos diluicdes,
a suspensao foi colocada em descanso por 5 min para coloracdo das células. Em seguida, uma
gota da solucéo foi colocada na camara de Neubauer e com o auxilio do microscopio Optico
(aumento de 20 vezes), foi possivel realizar a contagem das células viaveis (ndo coradas) e ndo
viaveis (coradas) (LEE et al., 1981). A porcentagem de células viaveis foi calculada por meio
da Equacdo 8.
n? de células viaveis

% células viaveis = —toraldo canias X 100 (8)

3) Concentracao de agucares, glicerol e etanol

As concentracBes de sacarose, glicose, frutose, glicerol e etanol foram
determinadas por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Sistema Waters Co; Bombas
HPLC 510, Injetor W717, Refratometro W410). Utilizou-se a coluna Sugar-Pak 1 (300 x 6,5
mm, 10 um, Waters) operada a 80 °C. Como fase eluente utilizou-se dgua ultrapura a uma vazao
de 0,5 mL/min.
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3.2.3 Métodos de céalculo

(1)_Obtencéo dos parametros cinéticos

Na analise dos processos fermentativos foram calculados a velocidade especifica

maxima de crescimento celular (Umax), 0s coeficientes de rendimento etanol-substrato (Y e /S),
glicerol-substrato (Y¢ /5) e células-substrato (YX/S) e as produtividades volumétrica (P,) e
especifica em etanol (Pg x) e glicerol (Pg /x).

A velocidade especifica maxima de crescimento celular (u,,4,) foi calculada na

fase exponencial do crescimento celular. Plotou-se um gréafico de In(Cx) versus o tempo e a

velocidade especifica maxima foi dada pelo coeficiente angular da reta (Equacéo 9).

c
In CX = Umaxt (9)
X0

onde Cy (g/L) é a concentracdo celular no instante de tempo t (h) e Cx, (9/L) € a concentracédo
celular inicial.

Os coeficientes de rendimento células-substrato (YX/S), etanol-substrato
(YE/S) e glicerol-substrato (YG/S), foram calculados pelas Equacfes 10, 11 e 12,

respectivamente.

_ CxV-CxoWo

YX/S T CsoVo—CsV (10)
__CgV—-Cgo Vo

YE/S T CsoVo—CsV (11)
CegV—-CgoVo

Y¢, =—"— 12

G/S CS()VO—CSV ( )

onde Cr (g/L), C; (g/L), Cs (g/L) e V (L) séo respectivamente as concentracfes de etanol,
glicerol, substrato e volume de caldo no instante de tempo t (h) e Cgo (9/L), Cso (9/L), Cso
(9/L) e V, (L) s&o as concentragdes de etanol, glicerol, substrato e volume no inicio do processo
fermentativo.

As produtividades volumétrica e especifica em etanol e glicerol foram

determinadas a partir das Equagdes 13, 14, 15 e 16.
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p, = (13)
f

P E/X = C;Lftf (14)

Pog = -2 (15)

Poix = 5, (16)

onde P, (ge/L.h) e Pg/x (Q9e/gx.h) sdo respectivamente as produtividades volumétrica e
especificaem etanol, P, (ge/L.h) e P;,x (9c/gx.h) as produtividades volumétrica e especifica
em glicerol, Cgr (9/L), Csr (9/L) & Cxs (9/L) as concentragOes de etanol, glicerol e de células
no instante de tempo t¢ (h) no qual os agticares se esgotaram. Nos ensaios 0s quais 0s agticares
ndo se esgotaram, as produtividades foram calculadas com o Cgs, Csr € Cxr correspondentes

a hora final do experimento.

(2)_Modelagem matemaética dos processos fermentativos

A modelagem dos processos fermentativos foi desenvolvida a partir de um
modelo fenomenol6gico empregando cinética de Levenspiel. Os pardmetros do modelo cinético
foram ajustados a partir dos dados experimentais empregando pacote de otimizacdo baseado
em algoritmo genético flexivel (optim_ga) do Scilab (versdo 5.5.1). As equac@es diferenciais

resultantes dos balangcos materiais foram resolvidas pelo algoritmo de Runge-Kutta.

- Fermentagdes convencionais em batelada

A modelagem do processo fermentativo no modo batelada convencional
consistiu na resolucdo das equacgdes resultantes do balanco de massa para as células, produto
(etanol) e substrato (Equacdes 17, 18 e 20). Os balancos foram realizados considerando volume
de meio reacional constante, sem morte celular e consumo de substrato para formacéo de células
e de etanol, sendo a formacéo do produto associada ao crescimento celular. Para representar o
crescimento celular utilizou-se o0 modelo cinético de Levenspiel (Equacdo 19) (LEVENSPIEL,

1980), considerando inibicdo somente pelo produto.
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dc
d_tX = uxCx (17)

onde uy (h) é a velocidade especifica de crescimento celular.

YE
dCg _ s
at Yx) Hx Cx (18)
n
C c
MX = I’lméX' (KS:CS) . (1 - CEjéx) (19)

onde K € a constante de saturacdo (g/L), Cg, . a concentragdo maxima de etanol a partir da

qual cessa o crescimento celular (g/L) e n € uma constante adimensional, cujo valor foi
assumido como sendo 1.

dCs _ 1

- K/S pxCx (20)

-Fermentac6es em batelada com arraste de etanol por diéxido de carbono

A modelagem do processo fermentativo no modo batelada com arraste de etanol
por CO- consistiu na resolucdo das equagdes resultantes do balanco de massa para as células,
produto (etanol), substrato e massa total (Equacdes 21, 22, 23 e 24), considerando a variacao
de volume, a remocéo de etanol e 4gua do meio reacional, sendo que o modelo de remocdo de

etanol e 4gua foi considerado como de primeira ordem (SONEGO, 2016).

dc 1dv
d—tx = uxCx — Cx Vde (21)

onde V é o volume de suspensdo (L).

dcg  YE/ 14dv
—= = —5% uyCy — CE;E — kgCg (22)

dt YX/
S

onde kg ¢ a constante de velocidade de remogéo de etanol (h™?).

dCs _ _ 1 ool
ar YX/S#XCX Csth (23)
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av _ _ (kgCptka(pa— CE)V (24)
dat PA

onde k, € a constante de velocidade de remoc&o de agua (h) e p, a massa especifica da agua
(g/L).

As constantes de velocidade de remocao de etanol e 4gua foram determinadas a
partir do estudo realizado por Moraes (2016). O trabalho foi realizado por meio de um
planejamento composto central rotacional variando a vazéo especifica de CO2 (1,0-4,0 vwm), a
concentracéo inicial de etanol (30-60 g/L) e a temperatura (35-45 °C) de soluces hidroalcéolicas.
Os valores de de ke e ka (Tabela 15) foram entdo obtidos com os resultados do planejamento

experimental (EquacGes (25) e (26)) e com as condicGes utilizadas nos ensaios de arraste deste

trabalho.
k,= 0,0034-1-0,00056(1)(:()2 -0,00071 CE0+0,OOO34T+0,OOO34¢C02T 27)
ke = O,11+0,023¢c02—0,OO7OCE02+0,013T+0,013¢c02T (28)

Tabela 15 - Valores de ke e ka empregados nas simula¢Ges dos processos com arraste de

etanol por CO..

Vazdo expecifica de CO2 (vvm) 2,5 1,5 1,0
ke () 0,094 0,068 0,055
ka (h) 0,0043 0,0037 0,0034

ke. constante de velocidade de remocdo de etanol; ka: constante de
velocidade de remocéo de &gua
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4 Resultados e Discussdo

Foram realizados ensaios de fermentacdo em frascos agitados com linhagens
comercial e industrial de S. cerevisiae e termotolerante de K. marxianus para comparacdo de
seus desempenhos. Além de experimentos com a linhagem termotolerante em diferentes meios
de fermentacdo (40 °C) e em diferentes temperaturas (MF1). Em biorreator pneumatico tipo
coluna de bolhas (2 L) foram realizadas fermenta¢6es no modo batelada e batelada com arraste
de etanol por CO..

Para todos os ensaios realizados foram analisados o perfil de consumo de
acucares e formacao de etanol. Foram determinados os coeficientes de rendimento substrato-
célula e substrato-etanol, produtividades volumétrica e especifica em etanol, bem como a
velocidade especifica maxima de crescimento celular. Também foi avaliada a producdo de
glicerol, uma vez que este € um dos produtos majoritarios do processo fermentativo. Esta
avaliacdo foi realizada através da determinacdo do coeficiente de rendimento substrato-glicerol
e produtividade volumétrica e especifica em glicerol. Durante os processos fermentativos
acompanhou-se a viabilidade celular e por fim, realizou-se a modelagem e simulacdo dos
processos fermentativos com a linhagem de K. marxianus em frascos agitados (diferentes
temperaturas) e em biorreator (batelada convencional e com arraste de etanol). Os ensaios de
fermentacdo foram realizados em duplicata e nas Figuras nas quais é possivel observar o
consumo de ART, formacéo de etanol e comportamento da viabilidade celular estdo as barras

de erro do desvio padrdo da duplicata.
4.1 Preparo da cultura estoque da linhagem termotolerante de K. marxianus
O preparo da cultura estoque foi realizado por meio de cultivo no modo batelada

alimentada. Na Figura 8 € possivel observar o perfil de alimentacéo, do crescimento celular, da
formagé&o de etanol e do consumo de substrato durante o cultivo.
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Figura 8 - Perfil da (a) concentracdo de etanol e de células, (b) vazéo de alimentacéo e
concentracdo de glicose e (c) concentragdo de glicose e de células -

Cke (#), Cx (®), vazdo de alimentacéo (¢) e Cs (¢).
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Observa-se na Figura 8 que ndo foi possivel manter um perfil de alimentacdo
exponencial, devido ao acimulo de glicose no meio de cultivo. Dessa forma foi necessario
interromper a alimentacdo por diversas vezes ndo sendo possivel manter o cultivo até completar
o0 volume total do reator (5 L). Ao final do experimento o reator foi alimentado até o volume de
aproximadamente 3,5 L e a concentracgdo final de células chegou a 21 g/L.

Com a massa celular obtida preparou-se criotubos com concentragao celular de
74 g/L. Contudo, devido ao processo de congelamento, a viabilidade celular ficou baixa e foi
necessario recorrer a um processo de reativacdo. Apos este processo, obteve-se para o inicio
dos ensaios de fermentacdo, concentragéo celular em torno de 10 g/L com viabilidade celular
na faixa de 70-80%.

O controle de oxigénio dissolvido (OD) durante o cultivo foi realizado
manualmente atraves do aumento da frequéncia de agitagdo, no inicio do cultivo a velocidade
de agitacdo empregada foi de 360 rpm, sendo que este valor foi gradativamente aumentado até
chegar a 899 rpm ao final do experimento. Para manter a concentracdo de oxigénio dissolvido
(OD) em 30% do valor de saturacdo, além da agitacéo, foi necessario aumentar a vazao de ar

para 4,48 L/min.

4.2 Ensaios de fermentacédo em frascos agitados

4.2.1 Comparacéo entre o desempenho da linhagem termotolerante de K. marxianus e de

linhagens convencionais de S. cerevisiae

Na andlise do potencial de fermentacdo da linhagem termotolerante (40 °C)
foram realizados ensaios de fermentacdo com cepa comercial e industrial de S. cerevisiae nas
temperaturas de 34°C e 40 °C, utilizando o meio de fermentacdo MF1. Na Figura 9 observa-se
o perfil de consumo de ART nos ensaios de fermentagdo a 40 °C para a linhagem termotolerante

e a 34 °C para as cepas comercial e industrial.
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Figura 9 - Consumo de ART pela linhagem termotolerante de K. marxianus (A)a40°Ce
pelas linhagens industrial (=) e comercial (¢) de S. cerevisiae a 34 °C durante processo
fermentativo com concentracdo celular inicial em torno de 10 g/L, utilizando o meio de

fermentacdo MF1.

200 k T T T T T T T T T T T T T T T T

180 ; [ 7

160
140 § | 7

120 | ® 1

f

® M

.|

Carr (2/1)
[

40 @ B
20 [ ] A -

t(h)

Observa-se que nas horas iniciais da fermentacdo até a metade do processo o
consumo de substrato pela linhagem industrial foi mais lento. Da metade do processo para o
final, a linhagem termotolerante e industrial tiveram um perfil de consumo de substrato muito
semelhante. Sendo que durante todo o processo o consumo de ART por parte da linhagem
comercial foi o mais rapido. Por fim, é possivel verificar que no processo com a linhagem
comercial 0s aglcares se esgotaram entre a oitava e nona hora de fermentacdo, enquanto que
para as linhagens termotolerante e industrial os agUcares se esgotaram em aproximadamente 9
horas.

Com relacdo a formacao de etanol (Figura 10), no experimento com a linhagem
comercial a formacao do produto ocorreu de forma mais rapida até a sétima hora, sendo que a
partir deste momento a producgéo foi maior no experimento que empregou a linhagem industrial.
Nos experimentos com a linhagem termotolerante e industrial, observa-se que a formacéo de
etanol ocorreu de forma semelhante até a quarta hora e a partir deste momento verificou-se
maior producédo de etanol pela linhagem industrial. Por fim, nota-se que a producéo de etanol
foi crescente pela linhagem industrial e termotolerante durante todo o processo e para a

linhagem comercial o perfil de produgéo deixou de ser crescente a partir da sexta hora.
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Figura 10 - Formagé&o de etanol pela linhagem termotolerante de K. marxianus (A)a40°Ce
pelas linhagens industrial (w) e comercial () de S. cerevisiae a 34 °C durante processo
fermentativo com concentracdo celular inicial em torno de 10 g/L, utilizando o meio de

fermentacdo MF1.
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Analisando a producéo de etanol maxima obtida pela linhagem termotolerante
neste estudo (72 g/L), nota-se desempenho semelhante ao da linhagem K. marxianus GX-
UN120 (modo batelada, 40 °C, meio com 150 g/L de glicose) (PANG et al., 2010) e K.
marxianus DMKU3-1042 (modo batelada, 40 °C, meio com 22% acucares) (LIMTONG et al.,
2007) que produziram respectivamente 69 e 67,8 g/L de etanol. A linhagem em estudo teve
desempenho superior a K. marxianus DBKKU Y-103 (modo batelada, 40 °C, 220 g/L de
acucares) (NUANPENG et al., 2016) que produziu apenas 31,6 g/L de etanol.

Comparando a producdo de etanol pelas trés linhagens, verifica-se que a
linhagem termotolerante produziu menos etanol do que as linhagens comercial e industrial,
contudo este valor ainda esta dentro do que se obtém nas usinas brasileiras (69-108 g/L)
(AMORIM et al., 2011). Durante o processo fermentativo industrial (30-35 °C) ha perda de
cerca de 1,5% de etanol que é arrastado pelo CO- e recuperado em torres de lavagem. Tal perda
depende de fatores como a concentragédo de etanol no meio e a temperatura do processo (ELIA
e SHINTAKU, 2009). Segundo Elia e Shintaku (2009) apud Formaggio e Finguerut (1990) com
uma concentragédo de etanol variando de 59 a 108 g/L, a 34 °C a perda pode variar de 1,01 a
1,58% e a 40 °C, de 1,36 a 2,22%. Demonstrando que a perda de etanol pode ter influenciado e
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mascarado a verdadeira producgdo de etanol, principalmente a 40 °C, uma vez que nesta
temperatura a perda deste produto € maior.

Na Figura 11 observa-se o perfil de consumo de ART nos ensaios de fermentacéo

a 40°C para as linhagens termotolerante, comercial e industrial.

Figura 11 - Consumo de ART pela linhagem termotolerante de K. marxianus (4 ) e pelas
linhagens industrial (=) e comercial (@) de S. cerevisiae a 40 °C durante processo fermentativo

com concentragéo celular inicial em torno de 10 g/L, utilizando o meio de fermentagédo MF1.
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Ao observar o consumo de substrato verifica-se que nas primeiras horas de
fermentacdo as linhagens industrial e termotolerante apresentaram um perfil de consumo
semelhante, contudo a partir da terceira hora nota-se que o consumo de agucares pela linhagem
industrial passou a ser o mais lento. Até a sexta hora de processo a linhagem comercial teve um
consumo mais rapido, sendo que a partir deste momento o consumo foi semelhante ao da
termotolerante. Ao final das 9 horas de fermentacdo, restaram 45 g/L de agUcares na
fermentagdo utilizando a linhagem industrial, 12 g/L no cultivo utilizando a linhagem comercial
e apenas 6 g/L no cultivo utilizando a linhagem termotolerante. Nota-se que a quantidade de
agucares na oitava e nova hora do processo utilizando a linhagem comercial ficou praticamente

constante.
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Em termos de formacdo de etanol (Figura 12), verifica-se que a linhagem
industrial produziu este composto de forma mais lenta e em menor concentragdo durante todo
0 processo fermentativo. Observando a producdo de etanol pela linhagem comercial e
termotolerante, nota-se um perfil semelhante, exceto nas trés Gltimas horas de processo, que a
formacdo de etanol permaneceu crescente utilizando a linhagem termotolerante e tornou-se

mais lenta com a linhagem comercial.

Figura 12 - Formacdo de etanol pela linhagem termotolerante de K. marxianus (A ) e pelas
linhagens industrial (=) e comercial (@) de S. cerevisiae a 40 °C durante processo fermentativo
com concentracdo celular inicial em torno de 10 g/L, utilizando o meio de fermentacdo MF1.
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A partir da andlise dos resultados obtidos é possivel dizer que a linhagem
industrial ndo conseguiu manter o desempenho fermentativo em temperaturas acima de sua
temperatura 6tima, o que foi comprovado tanto pelo consumo de substrato, que nédo foi total,
guanto pela producdo de etanol. O mesmo é possivel aferir a respeito do desempenho da
linhagem comercial, pois no processo a 34 °C os agUcares acabaram entre a 82 e 92 hora de
fermentagdo sendo que a 40 °C o consumo nao foi completo e ficou constante nas duas ultimas
horas do processo. Além disso a producdo de etanol por esta linhagem foi menor a 40 °C. Por
fim, como comentado na avaliacdo do processo fermentativo a 34 °C pelas linhagens
convencionais e 40 °C pela linhagem termotolerante, também pode ter ocorrido evaporacao de

etanol nestes ensaios onde todos os processos fermentativos foram conduzidos a 40 °C.
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Na Tabela 16 encontram-se os valores dos coeficientes de rendimento células-
substrato e etanol-substrato, das produtividades especificas e volumétrica em etanol, bem como
os valores das velocidades especificas maximas de crescimento celular para os experimentos

acima analisados.

Tabela 16 - Coeficientes de rendimento, produtividades em etanol e velocidade especifica
maxima de crescimento celular dos processos fermentativos empregando linhagem
termotolerante de K. marxianus e linhagens convencionais de S. cerevisiae com concentracdo

celular inicial em torno de 10 g/L, utilizando o meio de fermentagcdo MF1.

34°C 34°C 40°C 40 °C 40 °C
industrial comercial industrial comercial termotolerante
Y xis
0,048 0,030 0,020 0,030 0,030
(gx/gs)
YErs
0,46 0,46 0,38 0,37 0,39
(9e/gs)
Pe/x
0,45 0,54 0,36 0,38 0,52
(ge/gx-h)
Pv
9,39 8,90 5,46 6,65 7,96
(ge/L-h)
Hmax
0,15 0,17 0,040 0,074 0,14
(h?)

Yxis: coeficiente de rendimento células-substrato; Ygs: coeficiente de rendimento etanol-substrato; Pe/x:
produtividade especifica em etanol; Py: produtividade volumétrica em etanol; pmax: velocidade especifica méxima
de crescimento. Os coeficientes de rendimento e produtividades foram calculados com os dados da ultima hora de
fermentacéo (9 h).

Comparando o desempenho da linhagem comercial e da industrial a 34 e 40 °C
verifica-se que todos os parametros calculados diminuiram com o aumento na temperatura.
Exceto 0 Yxss da linhagem comercial que permaneceu 0 mesmo.

Ja comparando o desempenho da linhagem termotolerante com o das linhagens
industrial e comercial a 34 °C, observa-se que 0 Yxss foi maior para a linhagem industrial e
igual entre a comercial e termotolerante. O Yg/s apresentou valores iguais entre a linhagem
industrial e comercial e superior ao da linhagem termotolerante. A produtividade especifica foi
maior para a linhagem comercial seguida termotolerante e industrial. A produtividade

volumétrica da linhagem termotolerante foi menor do que o da linhagem comercial e industrial
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e a velocidade especifica maxima de crescimento celular da linhagem comercial foi maior do
que os das linhagens termotolerante e industrial.

Verificando o desempenho da linhagem termotolerante, industrial e comercial a
40 °C, observa-se desempenho superior da linhagem termotolerante para todos os parametros
calculados, exceto para 0 Yxss que permaneceu semelhante ao da linhagem comercial. Destaca-
se que entre as linhagens comercial e industrial 0 Yx/s, as produtividades € 0 pimax foram maiores
para a linhagem comercial.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 16 é possivel verificar que as
linhagens industrial e comercial ndo conseguiram manter os seus desempenhos na producéo de
etanol a 40 °C, o que também foi verificado nas andlises dos perfis de consumo de agUcares e
producdo de etanol.

O desempenho de linhagens industriais ja foi comparado ao de linhagens
termotolerantes em temperaturas elevadas (>40 °C). Singh et al. (1998) obtiveram
produtividades semelhantes entre uma linhagem termotolerante e industrial em processo com
variacdo de temperatura de 28-42 °C, contudo ndo se utilizou sistema de resfriamento com a
linhagem termotolerante, sendo necessario borrifar agua no processo com linhagem industrial.
Abdel-Fattah et al. (1999) observaram produtividade e rendimento inferiores de uma linhagem
industrial em compara¢do com uma linhagem termotolerante e também precisaram utilizar

sistema de resfriamento quando foi utilizada a linhagem industrial em temperaturas mais altas.

Além da avaliacdo do desempenho em etanol das linhagens estudadas, avaliou-
se a formacdo de glicerol durante as fermentacdes. Os resultados podem ser observados na
Tabela 17.
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Tabela 17 - Coeficientes de rendimento e produtividades em glicerol dos processos
fermentativos empregando linhagem termotolerante de K. marxianus e linhagens
convencionais de S. cerevisiae com concentracao celular inicial em torno de 10 g/L,

utilizando o meio de fermentacdo MFL1.

34°C 34° C 40 °C 40 °C 40 °C
industrial comercial industrial comercial termotolerante
Yars
0,052 0,051 0,057 0,054 0,029
(96/gs)
Paix
0,052 0,060 0,055 0,055 0,040
(ge/gx-h)
Pv.c
1,09 0,99 0,83 0,96 0,60
(ge/L-h)

Yars: coeficiente de rendimento glicerol-substrato; Pe/x: produtividade especifica em glicerol; Py c: produtividade
volumétrica em glicerol. Os pardmetros foram calculados com os dados da Gltima hora de fermentagéo (9 h).

Analisando a producdo de glicerol pela linhagem industrial e comercial a 34 e
40 °C, observa-se que 0 Yg/s aumentou com o aumento da temperatura. Entre as linhagens
industrial e comercial a 34 °C, o Y /s foi semelhante esntre as duas, a produtividade volumétrica
foi maior para a linhagem industrial e a produtividade especifica para a comercial. A 40 °C o
Yeis foi maior para a linhagem industrial, a produtividade especifica foi semelhante e a
volumétrica foi maior para a linhagem comercial.

Comparando a producdo de glicerol pela linhagem termotolerante e linhagens
comercial e industrial, observa-se que em ambas temperaturas o coeficiente de rendimento e as

produtividades foram menores para a linhagem termotolerante.

Durante a anélise das fermentacdes a 40 °C levantou-se a hip6tese de perda de
etanol, o que pode ser notado ao somar os coeficientes de rendimento (células, etanol, glicerol
e CO») dos ensaios realizados com as linhagens convencionais a 34 e 40 °C, pois na soma dos
coeficientes dos ensaios com a linhagem industrial a 34 e 40 °C obteve-se valores de 100 e 82%,
respectivamente e para a linhagem comercial 98 e 81%.

Por fim, ao longo os processos fermentativos fez-se analise da viabilidade
celular. Na Figura 13 observa-se o resultado desta analise para as linhagens industrial (34 e 40
°C), comercial (34 e 40 °C) e termotolerante (40°C).
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Figura 13 - Viabilidades das linhagens industrial (verde), comercial (preto) e termotolerante
(vermelho) durante os processos fermentativos com concentragéo celular inicial em torno de
10 g/L, utilizando o meio MF1 nas temperaturas de (a) 34 °C para as linhagens industrial e

comercial, 40 °C para a termotolerante e (b) 40 °C para todas as linhagens.
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Avaliando a viabilidade da linhagem industrial em ambas temperaturas, verifica-
se semelhanca no seu comportamento, a 34 °C a viabilidade no inicio da fermentacdo era de
91% e no final chegou a 95%, a 40 °C a viabilidade inicial foi de 97% e a final de 95%.
Observando a viabilidade da linhagem comercial a 34 e 40 °C, nota-se que a 34 °C houve
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decréscimo da viabilidade com o tempo, provavelmente devido a toxicidade ao etanol. Este
comportamento ndo foi observado a 40 °C, pois nesta temperatura a concentracao de etanol foi
baixa em comparacdo com a fermentacdo a 34 °C. Analisando o comportamento da linhagem
termotolerante, verifica-se que esta comegou com viabilidade inferior as demais devido ao
indculo ser preparado de forma diferente. Contudo teve bom desempenho e manteve a

viabilidade durante o processo fermentativo.

A linhagem termotolerante de K. marxianus (40 °C) apresentou desempenho
inferior ao da linhagem comercial (34 °C) e industrial (34 °C). Contudo em locais de clima
quente tem-se dificuldade em controlar a temperatura do processo fermentativo, neste cenario,
de temperaturas mais altas, as linhagens comercial (40 °C) e industrial (40 °C) tiveram o seu
desempenho reduzido e inferior ao da linhagem termotolerante. Por isso, neste contexto, utilizar

linhagens termotolerantes pode trazer incrementos ao processo.

4.2.2 Analise de diferentes meios de fermentacao

Além da verificagdo do potencial fermentativo da linhagem termotolerante, foi
analisada a sua aplicagdo em diferentes meios fermentativos na temperatura de 40 °C. Na Figura
14 observa-se o perfil de consumo dos agUcares em meios compostos por caldo de sorgo
sacarino puro (MS), sorgo sacarino suplementado com nutrientes (MSS) e sorgo sacarino

suplementado com adicdo de melago (MSM) (50%:50% v/v).
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Figura 14 - Consumo de ART pela linhagem termotolerante de K. marxianus em processos
fermentativos a 40 °C com concentragéo celular inicial em torno de 10 g/L, utilizando como

meio de fermentacao sorgo (m), sorgo suplementado (e) e sorgo suplementado e melago (4 ).
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Comparando o desempenho da linhagem termotolerante em meios compostos
somente pelo sorgo, verifica-se que no meio com sorgo suplementado o consumo de agucares
ocorreu de forma mais rapida do que no meio composto por sorgo sacarino puro.

Analisando 0 meio composto por sorgo e melago, verifica-se que este meio
possuia maior quantidade de acucares (=140 g/L ART) em relagdo aos meios compostos
somente por sorgo (=100 g/L ART), o que tornou possivel estender a fermentacdo em mais
horas.

O perfil de producédo de etanol destes ensaios pode ser verificado na Figura 15
Observa-se que na primeira hora de fermentacdo a linhagem termotolerante teve um
comportamento semelhante em todos os meios de fermentacdo. A partir deste momento, nota-
se que no caldo com sorgo suplementado e sorgo suplementado com adi¢do de melago a
formacdo de etanol se deu de forma mais répida e semelhante até a quarta hora de processo.
Analisando a concentragéo de etanol no final dos experimentos, observa-se que esta foi a
mesma no meio composto por sorgo puro e sorgo suplementado. Ja no ensaio com caldo de
sorgo mais melaco, a producdo de etanol se estendeu e foi possivel obter uma maior

concentracédo deste produto.



Resultados e Discussao 65

Figura 15 - Formacéo de etanol pela linhagem termotolerante de K. marxianus em processos
fermentativos a 40 °C com concentragéo celular inicial em torno de 10 g/L, utilizando como

meio de fermentacao sorgo (m), sorgo suplementado (e) e sorgo suplementado e melago (4 ).
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A partir do exposto pode-se inferir que a linhagem termotolerante teve bom
desempenho nos meios compostos por sorgo, pois a producdo de etanol ocorreu enguanto
haviam acucares disponiveis no meio fermentativo. Com a adi¢cdo de melaco foi possivel
aumentar a concentracdo de ART do meio e consequentemente a producdo de etanol. Nuanpeng
et al. (2016) também realizaram experimentos a 40 °C utilizando caldo de sorgo sacarino puro
(220 g/L de acgucares) como meio de fermentacdo e linhagem termotolerante K. marxianus
DBKKU Y-103. Como resultado obtiveram concentracdo maxima de etanol de 31,63 g/L, valor
inferior ao obtido neste trabalho, o que pode ser atribuido a diferencas na capacidade
fermentativa da linhagem deste trabalho e da DBKKU Y-103.

Analisando o desempenho da linhagem termotolerante no meio MF1 e no meio
composto por sorgo sacarino suplementado com adi¢do de melago (Figura 16), nota-se um perfil
semelhante de consumo de substrato em ambos os meios. Com relagdo a producao de etanol,
no inicio do processo verifica-se que a formagao deste metabolito se deu de forma mais répida
no meio MSM. Contudo, da metade do processo até o final, a producéo de etanol foi mais rapida

e maior no meio MF1.
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Figura 16 - Formacéo de etanol (circulo) e consumo de substrato (quadrado) pela linhagem
termotolerante de K. marxianus em processos fermentativos a 40 °C com concentragéo celular
inicial em torno de 10 g/L, utilizando como meio de fermentacdo o meio MSM (vermelho) e o

MF1 (preto).
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Na Figura 16, observa-se o potencial do sorgo sacarino e do melago como
matérias-primas para producao de etanol, uma vez que o consumo de substrato e a formacao de
etanol se deram de forma semelhante ao meio MF1, sendo que a producdo de etanol cessou

devido ao esgotamento dos aclcares presentes no meio.

Os coeficientes de rendimento, produtividades especifica e volumétrica em
etanol, bem como a velocidade especifica maxima de crescimento celular foram obtidos nos

diferentes meios de fermentacdo. Os resultados sdo apresentados na Tabela 18.
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Tabela 18 - Coeficientes de rendimento, produtividades em etanol e velocidade especifica
maxima de crescimento celular dos processos fermentativos empregando linhagem
termotolerante de K. marxianus a 40 °C com concentracédo celular inicial em torno de 10 g/L,

em diferentes meios de fermentacéo.

MS MSS MSM MF1
Yxis
0,041 0,054 0,040 0,030
(gx/gs)
YE/s
0,32 0,34 0,34 0,39
(9e/gs)
Pex
0,41 0,52 0,35 0,52
(ge/gx-h)
Pv
5,52 7,95 5,86 7,96
(ge/L+h)
max
0,093 0,12 0,11 0,14
(h?)

S: sorgo sacarino; SS: sorgo sacarino suplementado; SM: sorgo e melaco
(1:1). Yxss: coeficiente de rendimento células-substrato; Yess: coeficiente de
rendimento etanol-substrato; Pex: produtividade especifica em etanol; Py:
produtividade volumétrica em etanol; tmax: Velocidade especifica méxima de
crescimento. Os coeficientes de rendimento e produtividades foram
calculados quando os agUcares se esgotaram.

Observa-se na Tabela 18 que entre 0s meios compostos por sorgo 0 Yxjs, as
produtividades volumétrica, especifica e 0 pmax foram maiores no meio MSS, enquanto que o
Yess foi maior e igual no meio MSS e MSM.

Analisando os processos fermentativos utilizando meios compostos pelo sorgo e
0 meio MF1, verifica-se que com 0 meio MF1 obteve-se os maiores valores para Pmax € YEs,
sendo que as produtividades volumétrica e especifica foram semelhantes entre este meio e o
MSS. Por fim, com 0 meio MF1 obteve-se 0 menor Yx;s.

Comparando as produtividades dos meios MS e MSS, é possivel justificar os
melhores resultados do meio MSS devido aos suplementos utilizados neste meio. Entre as
produtividades dos meios MSS e MSM, os melhores resultados para 0 meio MSS podem ser
explicados devido ao excesso de nutrientes do meio MSM, que pode ter prejudicado o
desempenho das células e também pelo fato da fermentacdo com o meio MSS ter terminado na

quarta hora e com 0 meio MSM na otitava hora de processo.
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Ao observar as produtividades especificas dos meios MSS e MF1, verifica-se
valores semelhantes, o que pode ser justificado devido a massa celular produzida ter sido a
mesma e a producdo de etanol do meio MF1 (191 g/L ART) compensou o tempo de fermentacédo
que foi de 9 h, enquanto que com o0 meio MSS (93 g/L ART) os agUcares se esgotaram na quarta
hora de processo.

Analisando os dados da Tabela 18, verifica-se novamente o potencial do sorgo
sacarino como meio de fermentagcdo. Observando os dados obtidos para 0s meios compostos
pelo sorgo, nota-se melhores resultados para 0 meio composto por sorgo suplementado.
Contudo, como ja analisado, 0 meio composto por sorgo suplementado e melago teve um
desempenho menor, provavelmente devido ao excesso de sais e a0 maior tempo de fermentacéo,
que foi extendido devido a maior quantidade de ART presentes no meio. De qualquer forma,
avaliando de forma concomitante estes dados, o perfil de consumo de substrato e a formacao
de produto, observa-se que 0 meio com sorgo e melacgo apresenta resultados promissores.

Comparando os resultados deste trabalho com os encontrados na literatura,
observou-se que o desempenho do caldo de sorgo sacarino no processo fermentativo depende
fortemente da concentracdo de aglcares encontrados no meio, o que impediu um melhor
desempenho do caldo de sorgo neste trabalho por este apresentar ~100 g/L de ART.

A producéo de glicerol também foi analisada durante os ensaios de fermentagdo

utilizando diferentes meios, os resultados encontram-se na Tabela 19.

Tabela 19 - Coeficientes de rendimento e produtividades em glicerol dos processos
fermentativos empregando linhagem termotolerante de K. marxianus a 40 °C com
concentragdo celular inicial em torno de 10 g/L, em diferentes meios de fermentacao.

MS MSS MSM MF1
Yars
0,047 0,052 0,049 0,029
(96/9s)
Paix
0,061 0,079 0,051 0,040
(gc/gx-h)
Pve
0,82 1,21 0,85 0,60
(ge/L+h)

Yess: coeficiente de rendimento glicerol-substrato; Pe/x: produtividade especifica em glicerol; Py c:
produtividade volumétrica em glicerol. Os parametros foram calculados quando os agUcares se
esgotaram.



Resultados e Discussao 69

Observa-se na Tabela 19 que a producdo de glicerol foi maior nos meios
compostos pelo sorgo e dentres estes 0 Ygs e as produtividades foram maiores quando utilizou-

se 0 meio composto por sorgo suplementado.

A viabilidade celular da linhagem termotolerante foi analisada durante os
processos de fermentagdo utilizando meios compostos por sorgo sacarino e o0 meio MF1, o

resultado pode ser observado na Figura 17.

Figura 17 - Viabilidade da linhagem termotolerante de K. marxianus a 40 °C durante processo
fermentativo com concentracédo celular inicial em torno de 10 g/L, em meios compostos por
sorgo sacarino (verde), sorgo sacarino suplementado (preto), sorgo sacarino com melaco

(vermelho) e o MF1 (azul).
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Na Figura 17, verifica-se que a linhagem de K. marxianus teve um
comportamento muito semelhante em todos os meios que utilizaram sorgo. Porém, na ultima
hora de fermentagdo utilizando o meio MF1, houve perda de viabilidade, este fato pode ser
atribuido a maior producéo de etanol utilizando este meio.
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4.2.3 Anélise da temperatura 6tima de fermentacéo da linhagem termotolerante

Para analise da temperatura 6tima de fermentacdo da linhagem termotolerante
foram realizados ensaios de fermentacdo em diferentes temperaturas (36, 38, 40, 42 e 44 °C)
utilizando o meio MF1. Na Figura 18 observa-se o perfil de consumo de acucares pela linhagem

termotolerante durante estes ensaios.

Figura 18 - Consumo de ART pela linhagem termotolerante de K. marxianus nas temperaturas

de 36 (w), 38 (), 40 (A), 42 (V) e 44 °C (x) com concentracdo celular inicial em torno de 10

g/L, utilizando o meio de fermentacdo MFL1.
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Na Figura 18 € possivel verificar que a 36 e 38 °C o perfil de consumo dos
acucares foi semelhante e mais rapido durante todo o processo. A 40 e 42 °C o consumo foi
semelhante até a segunda hora, sendo que a partir deste momento, a velocidade foi menor a 42
°C. A 44 °C o consumo de acucares foi 0 mais lento. Observa-se ainda que a 36 e 38 °C, 0s
acucares se esgotaram entre a 82 e 92 hora de fermentacdo e a 40 °C, 42 e 44 °C restaram,
respectivamente, 6, 16 e 49 g/L de ART. Estes comportamentos refletiram na producéo de
etanol (Figura 19) que foi semelhante e maior nas temperaturas de 36 e 38 °C e menor nas
temperaturas de 40, 42 e 44 °C.
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Figura 19 - Formacé&o de etanol pela linhagem termotolerante de K. marxianus nas

temperaturas de 36 (w), 38 (#),40 (A), 42 (V) e 44 °C (x) com concentracdo celular inicial em

torno de 10 g/L, utilizando o meio de fermentagédo MF1.
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Verifica-se nas Figuras 18 e 19 que o aumento da temperatura influenciou a
producdo de etanol. As concentra¢fes maximas de etanol obtidas em cada temperatura foram:
75 g/L (36 °C), 74 g/L (38 °C), 72 g/L (40 °C), 67 g/L (42 °C) e 52 g/L (44 °C). Este fato pode
ser explicado devido a evaporacdo de etanol, que pode ter sido maior nas temperaturas mais
altas e/ou devido ao efeito negativo de altas temperaturas no crescimento e processos
metabdlicos das células. Ja foi reportado na literatura que altas temperaturas modificam a
fluidez da membrana plasmaética e reduzem a sua eficiéncia como barreira semipermeavel. Esta
barreira € a responsavel pela passagem de cofatores e coenzimas necessarias para a atividade
de enzimas envolvidas no metabolismo da glicose e na producéo de etanol (WALKER, 1994).
Além disso, altas temperaturas causam a desnaturacdo de proteinas celulares, causando a
reducdo do crescimento celular e do metabolismo fermentativo (ROUKAS, 1994). A reducéo
do crescimento celular também pode ser atribuida ao acimulo de etanol dentro das células o
que pode modificar a estrutura da membrana celular (TORIJA et al., 2003). A reducéo do
crescimento celular com a temperatura foi observada neste trabalho (Figura 20). Verificou-se
que quanto maior a temperatura, menor foi a concentragdo de etanol onde o crescimento celular

cessou. A 36 °C o crescimento celular cessou com uma concentracgdo de etanol de 53 g/L, a 38
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°C com uma concentragéo de 41 g/L, a 40 °C com 37 g/L, a 42 °C com 33 g/L e a 44 com 18
g/L de etanol.

Figura 20 - Crescimento celular (A) e formacéo de etanol (e) durante processos de
fermentacdo nas temperaturas de 36 °C (a), 38 °C (b), 40 °C (c), 42 °C (d) e 44 °C (e) com
concentracgéo celular inicial em torno de 10 g/L, utilizando o meio de fermentacdo MF1.
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Na Tabela 20 apresentam-se os valores obtidos para os coeficientes de

rendimento células-substrato e etanol-substrato, bem como os valores de velocidade especifica

méaxima de crescimento celular, produtividades volumétrica e especifica em etanol dos ensaios

em diferentes temperaturas.

Tabela 20 - Coeficientes de rendimento, produtividades em etanol e velocidade especifica

maxima de crescimento celular dos processos fermentativos empregando linhagem

termotolerante de K. marxianus em diferentes temperaturas com concentracdo celular inicial

em torno de 10 g/L, utilizando o meio de fermentacdo MFL1.

36 °C 38°C 40 °C 42 °C 44 °C
Yxis
0,033 0,032 0,030 0,023 0,019
(gx/gs)
YEss
0,39 0,38 0,39 0,38 0,34
(9e/gs)
Pex
0,47 0,50 0,52 0,58 0,56
(ge/gx-h)
Pv
8,31 8,26 7,96 7,46 5,83

(ge/L-h)
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(Cont.) Tabela 20 - Coeficientes de rendimento, produtividades em etanol e velocidade
especifica maxima de crescimento celular dos processos fermentativos empregando linhagem
termotolerante de K. marxianus em diferentes temperaturas com concentracao celular inicial

em torno de 10 g/L, utilizando o meio de fermentacdo MF1.

36 °C 38 °C 40 °C 42 °C 44 °C

Mmax

0,096 0,14 0,14 0,097 0,087
(h)

Yxis: coeficiente de rendimento células-substrato; Ygs: coeficiente de rendimento etanol-substrato; Pgx:
produtividade especifica em etanol; Py: produtividade volumétrica em etanol; pmax: velocidade especifica maxima
de crescimento. Os coeficientes de rendimento e produtividades foram calculados com os dados da Ultima hora de
fermentacdo (9 h).

Observando os valores de Yxss verifica-se que este coeficiente diminuiu com o
aumento da temperatura. O Ygis foi semelhante na faixa de 36-42 °C, diferenciando-se
significativamente somente na temperatura de 44 °C.

Em termos de produtividade especifica verifica-se que houve um aumento dos
valores com 0 aumento da temperatura, iSso porque com O aumento da temperatura a
concentracdo celular e a producdo de etanol diminuiram. Analisando a produtividade
volumétrica observou-se que esta diminuiu com o aumento da temperatura. O mesmo foi
observado por Limtong et al. (2007), ao aumentar a temperatura de 37 para 40 °C em processo
fermentativo utilizando a linhagem K. marxianus DMKU3-1042 e por Nuanpeng et al. (2016)
que realizaram ensaios fermentativos em diferentes temperaturas (30, 37, 40, 42 e 45 °C) com
a linhagem termotolerante S. cerevisiae DBKKU Y-53.

Por fim, a velocidade especifica maxima de crescimento celular foi maior e

igual nas temperaturas de 38 e 40 °C, seguido das temperaturas de 42, 36 e 44 °C.

Além da formacdo de etanol em diferentes temperaturas de fermentacéo,
analisou-se também a producédo de glicerol. Na Tabela 21 € possivel verificar os resultados

desta analise.
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Tabela 21 - Coeficientes de rendimento e produtividades em glicerol dos processos
fermentativos empregando linhagem termotolerante de K. marxianus em diferentes
temperaturas com concentragdo celular inicial em torno de 10 g/L, utilizando o meio de

fermentacdo MF1.

36°C 38°C 40 °C 42 °C 44 °C
Yais
0,032 0,031 0,029 0,032 0,029
(96/9s)
Paix
0,040 0,041 0,040 0,049 0,049
(9G/gx-h)
Pv.c
0,70 0,67 0,60 0,63 0,51
(ga/L-h)

Yers: coeficiente de rendimento glicerol-substrato; Pex: produtividade especifica em glicerol; Pyg:
produtividade volumétrica em glicerol. Os pardmetros foram calculados com os dados da ultima hora de
fermentacdo (9 h).

Observa-se na Tabela 21 que ndo houve uma tendéncia para 0 Ygss, sendo que
as produtividades especificas foram menores nas temperaturas de 36-40 °C e produtividade

volumétrica diminuiu com o aumento da temperatura.

Como ja comentado na Andlise 1, ha possibilidade de maior evaporacdo de
etanol durante os processos fermentativos em temperaturas mais altas. Ao somar os coeficientes
de rendimento dos principais produtos gerados durante a fermentacéo (células, etanol, glicerol
e COy) verificou-se que os valores diminuiram com o aumento da temperatura, sendo que a 36
°C o somatorio foi 83% e a 44 °C, 71%.

Durante os processos fermentativos, avaliou-se a viabilidade celular nas
diferentes temperaturas de fermentacéo (36, 38, 40, 42 e 44 °C), o resultado pode ser analisado

na Figura 21.
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Figura 21 - Viabilidade da linhagem termotolerante durante processo fermentativo nas
temperaturas de 36 (verde), 38 (preto), 40 (vermelho), 42 (azul) e 44 °C (amarelo) com

concentracdo celular inicial em torno de 10 g/L, utilizando o meio de fermentacdo MF1.
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Na Figura 21 é possivel verificar que o perfil de viabilidade manteve-se
semelhante ao longo do processo fermentativo em todas as temperaturas.

Ao avaliar os processos fermentativos com a linhagem de K. marxianus em
diferentes temperaturas tem-se dificuldade na escolha da temperatura ideal, pois a
produtividade volumétrica diminuiu com o aumento da temperatura e 0 Ygis foi semelhante
entre 36-42 °C. Hipoteses para este comportamento seria a influéncia negativa de altas
temperaturas no metabolismo celular e/ou perda de etanol para 0 ambiente. Portanto, optou-se
por realizar 0s ensaios seguintes a 40 °C, por esta ser uma temperatura alta, porém intermediaria
na faixa avaliada. Além de proporcionar redugéo nas chances de contaminacéo do processo por
microrganismos mesofilos.
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4.3 Ensaios de fermentacéo em biorreator

4.3.1 Ensaio de fermentagao em biorreator no modo batelada convencional

Apos a realizagdo dos ensaios de fermentacdo em frascos agitados, realizou-se
experimento em biorreator (2 L) no modo batelada convencional a 40 °C utilizando o meio de
fermentacdo MFL1 e a linhagem de K. marxianus. Na Figura 22 é possivel verificar o perfil de

consumo de substrato e formacéao de etanol durante este ensaio.

Figura 22 - Consumo de ART (e) e formacao de etanol (4 ) pela linhagem termotolerante de
K. marxianus em processo fermentativo em biorreator, a 40 °C, com concentracao celular

inicial em torno de 10 g/L, utilizando o meio de fermentacdo MF1.
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Observa-se na Figura 22 que com 9 horas de fermentacdo a linhagem de K.
marxianus produziu 73 g/L de etanol e ndo consumiu todos os acUcares disponiveis no caldo
de fermentacdo, restando 30 g/L de ART no final do processo.

Na analise da temperatura 6tima de fermentacdo realizada em frascos agitados,
fez-se um ensaio nas mesmas condi¢Oes deste experimento. Os dados de ambos foram
confrontados e na Figura 23 é possivel verificar o perfil de consumo de ART, crescimento

celular e formacao de etanol.
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Figura 23 - (a) Concentracdo de ART (quadrado) e de etanol (circulo), bem como (b)
crescimento celular (tridangulo) e formacéo de etanol nos ensaios fermentativos com K.
marxianus a 40 °C em frascos agitados (preto) e em biorreator (vermelho) com concentracéo

celular inicial em torno de 10 g/L, utilizando o meio MF1.
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Observa-se na Figura 23 que até a quinta hora de experimento o consumo de
ART foi semelhante em ambos ensaios e a partir deste momento o0 consumo passou a ser mais

lento no ensaio em biorreator. Com relacédo a velocidade de producéo de etanol, verifica-se que
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esta foi maior no ensaio em biorreator até a sétima hora, sendo que nas duas Ultimas horas de
processo a velocidade de producéo foi semelhante a do ensaio realizado em frascos agitados.
Verificando o crescimento celular durante estas fermentacdes constatou-se que no ensaio em
frascos agitados o crescimento da linhagem termotolerante foi maior do que em biorreator, o
que pode ter sido consequéncia da maior oxigenacao nos frascos agitados e/ou devido a inibigdo
por etanol, ja que em biorreator a concentracdo de etanol foi maior em grande parte do

experimento.

Na Tabela 22 encontram-se os valores dos coeficientes de rendimento células-
substrato e etanol-substrato, bem como os valores de velocidade especifica maxima de
crescimento celular, produtividades volumétrica e especifica em etanol dos ensaios em frascos

agitados e em biorreator.

Tabela 22 - Coeficientes de rendimento, produtividades em etanol e velocidade especifica
méaxima de crescimento celular dos processos fermentativos a 40 °C empregando linhagem
termotolerante de K. marxianus em frascos agitados e em biorreator com concentracao celular

inicial em torno de 10 g/L, utilizando o meio de fermentacdo MFL1.

Yxis YErs Pe/x Pv Mmax

(gx/gs) (9e/9s) (9e/gx-h) (ge/L+h) (h*)

Frascos agitados 0,030 0,39 0,52 7,96 0,14
Biorreator 0,022 0,44 0,64 8,11 0,11

Yxs: coeficiente de rendimento células-substrato; Yegs: coeficiente de rendimento etanol-substrato; Pex:
produtividade especifica em etanol; Py: produtividade volumétrica em etanol; pumax: velocidade especifica
maxima de crescimento. Os coeficientes de rendimento e produtividades foram calculados com os dados da
Gltima hora de fermentagéo (9 h).

Verifica-se na Tabela 22 que os valores de Yxs e 0 Umax foram maiores no cultivo
realizado em frascos agitados, enquanto que os valores de Ygss e das produtividades foram
maiores no cultivo em biorreator. Observa-se com estes dados que na fermentacdo em frascos
agitados o crescimento celular foi favorecido como consequéncia de um ambiente com maior
oxigenacdo. Em biorreator o acimulo de etanol foi a favorecido possivelmente devido ao uso
de condensador durante o processo fermentativo.

A producédo de glicerol também foi avaliada no processo de fermentagdo em
biorreator. Na Tabela 23 sdo apresentados os valores de coeficiente de rendimento e
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produtividades em glicerol do ensaio em biorreator em comparagdo com 0s ensaios realizados

em frascos agitados.

Tabela 23 - Coeficientes de rendimento e produtividades em glicerol dos processos
fermentativos a 40 °C empregando linhagem termotolerante de K. marxianus em frascos
agitados e em biorreator com concentracgao celular inicial em torno de 10 g/L, utilizando o

meio de fermentacdo MF1.

Yais Paix Pv.c

(gx/gs) (ge/gx-h) (gc/L+h)
Frascos agitados 0,029 0,040 0,60
Biorreator 0,035 0,054 0,69

Yars: coeficiente de rendimento glicerol-substrato; Pgx: produtividade
especifica em glicerol; Py: produtividade volumétrica em glicerol. Os
pardmetros foram calculados com os dados da ultima hora de fermentagéo
9 h).

Observa-se que tanto 0 Yg/s quanto as produtividades foram maiores no ensaio

em biorreator.

No ensaio em biorreator utilizou-se condensador com o intuito de minimizar a
perda de etanol para o meio. Ao somar os coeficientes de rendimento dos ensaios realizados em
frascos agitados e em biorreator obteve-se 82 e 92%, respectivamente. Com isso € possivel

aferir que pode ter corrido perda de etanol durante o processo fermentativo em frascos agitados.

A viabilidade celular foi avaliada durante os processos fermentativos em frascos
agitados e em biorreator, os resultados podem ser verificados na Figura 24.
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Figura 24 - Viabilidade da linhagem termotolerante durante processo fermentativo a 40 °C em
frascos agitados (preto) e em biorreator (vermelho) com concentragdo celular inicial em torno

de 10 g/L, utilizando o0 meio de fermentacdo MF1.
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Observa-se que a linhagem termotolerante teve 0 mesmo comportamento em

ambas fermentagdes, mantendo a viabilidade ao longo do processo.

4.3.2 Ensaio de fermentacdo em biorreator no modo batelada com arraste de etanol por
CO2

Ap06s andlise do ensaio realizado em biorreator no modo batelada convencional,
realizaram-se experimentos de fermentacdo no modo batelada com arraste de etanol por CO> a
40 °C, utilizando o meio de fermentacdo MF1 e concentracdo celular inicial em torno de 10 g/L.
Baseado nos resultados anteriores e no estudo realizado por Sonego (2016) e Moraes (2016),
optou-se por testar trés vazdes de gas (2,5, 1,5 e 1,0 vvm) e comegar a injecdo de CO2 na terceira
hora de fermentacdo. Na Figura 25 observa-se 0 consumo de substrato nestes experimentos e
no ensaio em batelada convencional.
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Figura 25 - Consumo de ART pela linhagem termotolerante de K. marxianus em ensaios de
fermentacdo no modo batelada convencional (w) e batelada com arraste de etanol com vazéo
especifica de gas de 2,5 (@), 1,5 (A) e 1,0 vvm (V) a partir da 3% hora do inicio do

experimento.

220 | T T T T T T T T T T T T T T T T

200 i 1

180

L A
160 | . .
140 < .
5120 = § .
2100 | - e .
9) »

o o
S o
T T
HENSH
3
1

=
]
T
1

[~
= =
T
_I_‘ b

t(h)

Observa-se na Figura 25 que o consumo de substrato ocorreu de forma
semelhante em todos os casos. Contudo, a maior concentracdo de agucares residuais foi na
fermentacdo convencional (30 g/L ART), sendo que na fermentagcdo extrativa com vazéo
especifica de CO2 de 2,5 vvm a concentracdo de agucares residuais foi 30% menor, com 2,0
vvm, 24% e com 1,0 vvm, 19%.

No que diz respeito ao perfil de concentracdo de etanol no meio fermentativo
durante os ensaios em batelada convencional e batelada com extracdo deste produto, observa-
se na Figura 26 que a menor concentracdo de etanol no meio ocorreu com a aplicacdo da maior
vazdo especifica de CO. Na batelada convencional a concentragdo maxima de etanol foi 73
g/L, na fermentacéo extrativa com vazdo especifica de 2,5 vvm, 53 g/L, com 1,5 vwm, 62 g/L e
com 1,0 vvm, 66 g/L.
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Figura 26 - Formacéo de etanol pela linhagem termotolerante de K. marxianus em ensaios de
fermentacdo no modo batelada convencional (w) e batelada com arraste de etanol com vazéo
especifica de gas de 2,5 (@), 1,5 (A) e 1,0 vvm (V) a partir da 3% hora do inicio do

experimento.
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Com base nos resultados das Figuras 25 e 26 é possivel constatar que o arraste
de etanol por CO. proporcionou maior consumo de agucares e reduziu a concentracao de etanol
no meio. Associa-se este comportamento a reducao da inibicdo do metabolismo celular causada

pela presenca de etanol.

Na Tabela 24 sdo apresentados os valores do coeficiente de rendimento células-
substrato, velocidade especifica maxima de crescimento celular, concentracdo de etanol no
caldo, concentragdo total de etanol e produtividades volumétrica e especifica em etanol dos

ensaios em bhatelada convencional e com arraste de etanol.
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Tabela 24 - Coeficientes de rendimento, velocidade especifica maxima de crescimento
celular, concentracdes de etanol e produtividades em etanol dos processos fermentativos no
modo batelada e batelada com arraste de etanol, empregando linhagem termotolerante de K.

marxianus.

_ Fermentacdo Fermentagdo Fermentagéo
Fermentacao

] com arraste com arraste com arraste
convencional

2,5vvm 1,5 vwm 1,0 vvm
Y x/s
0,022 0,029 0,034 0,028
(gx/gs)
Mmax
0,11 0,094 0,11 0,080
(h?)
Ce
73 53 62 66
(9/L)
CE, total
= o 73 751 741 81!
(9/L)
Pe/x
0,64 0,58 0,55 0,63
(9e/gx-h)
Pv
8,11 8,29 8,28 9,02
(ge/L+h)

Yxs: coeficiente de rendimento células-substrato; pmax: velocidade especifica méxima de
crescimento; Cg: concentracdo de etanol no caldo; Ckg, wri: cOncentracdo total de etanol.
Peix: produtividade especifica em etanol; Py: produtividade volumétrica em etanol.

! Calculados considerando Yegis = 0,44 ge/gs.

Observa-se na Tabela 24 que o valor de Yxss foi maior nos ensaios realizados
com arraste, O valor de pumax foi 0 mesmo no ensaio em batelada e na fermentacéo extrativa com
vazdo de 1,5 vvm,

A menor concentracao de etanol no caldo foi alcancada na fermentagéo extrativa
com a maior vazdo especifica de gas (2,5 vvm). Quanto a concentracao total de etanol, esta foi
maior nos ensaios empregando arraste. Dentre estes experimentos o melhor resultado foi obtido
com a menor vazdo de gas (esse experimento iniciou-se com maior concentracdo de ART no
meio reacional).

A produtividade especifica foi maior na fermentagcdo convencional (menor

concentragdo celular) seguida da fermentagéo extrativa a 1,0 vvm. Por fim, a produtividade
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volumétrica foi maior nos ensaios com arraste e dentre estes o melhor resultado foi obtido no
ensaio com vazéo de 1,0 vvm (9,02 ge/L-h).

Com a andlise dos resultados da Tabela 24 e das Figuras 25 e 26, verifica-se que
0S experimentos com arraste proporcionaram incrementos na producao de etanol pois foi
possivel reduzir a concentragcdo de agucares residuais. Dentre as fermentagdes com arraste, 0
ensaio com maior vazdo especifica de CO2 proporcionou a menor concentracdo de etanol no
caldo e a maior reducéo da concentracdo de agucares residuais, contudo os melhores resultados
em termos de Ck, wtal, Pe/x € Py foram para a condicdo com a menor vazdo especifica de COa,

consequéncia da maior concentracdo inicial de agUcares nesta condig&o.

Sonego (2016) realizou ensaios em batelada convencional e com arraste a 34 °C
utilizando linhagem comercial de S. cerevisiae. Na fermentacdo com arraste a alimentacédo de
CO, comecou na 3% hora e a vazdo especifica de gas utilizada foi 2 vvm. Nesta condic¢do, 0
autor conseguiu arrastar 18% de etanol e obteve um aumento na produtividade volumétrica de
20% em relacdo a fermentacdo convencional. Neste trabalho quando utilizou-se a vazdo
especifica de gas de 1,5 vvm, menor que a do trabalho de Sonego (2016), arrastou-se 16% de
etanol, apenas 2% a menos com uma vazdo 25% menor. Em termos de produtividade, ndo se
obteve grande incremento em comparagdo com a fermentacéo convencional o que pode ter sido
consequéncia da possivel tolerancia ao etanol da linhagem de K. marxianus (isolada do processo
industrial). Kumar et al. (2015) utilizaram uma linhagem de K. marxianus em processo de
arraste de etanol por N2 e também n&o obtiveram incrementos em termos de rendimento e
produtividade. Contudo, apontaram como vantagem do sistema a alta concentracéo de etanol
no condensado, o0 que torna a recuperagdo do produto mais econémica do que no Processo

convencional.

Além da avaliacdo da producdo de etanol nos ensaios com arraste de etanol,
analisou-se também a producdo de glicerol. Na Tabela 25 sdo apresentados os resultados desta

andlise nas fermentagdes com arraste em compragdo com a fermentacdo convencional.
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Tabela 255 - Coeficientes de rendimento e produtividades em glicerol dos processos
fermentativos no modo batelada convencional e batelada com arraste de etanol, empregando

linhagem termotolerante de K. marxianus.

_ Fermentacdo Fermentacdo Fermentagao
Fermentacao

] com arraste comarraste com arraste
convencional

2,5vvm 1,5vwm 1,0 vvm
Yais
0,035 0,046 0,045 0,038
(9c/9s)
Parx
0,054 0,065 0,056 0,055
(9c/gx.h)
Pv.c
0,69 0,93 0,84 0,79
(ge/L.h)

Yars: coeficiente de rendimento glicerol-substrato; Pex: produtividade especifica em glicerol;
Pv.c: produtividae volumétrica em glicerol.

Dentre 0s ensaios com arraste, observa-se que tanto 0 Ygs quanto as
produtividades diminuiram com o decréscimo da vazdo especifica de CO,. Comparando a
fermentagdo convencional com as com arraste, os menores valores foram obtidos na
fermentacgdo convencional e os maiores na fermentacdo com arraste utilizando vazao de gés de

2,5 vvm.

A viabilidade celular foi avaliada durante os processo fermentativos no modo
batelada convencional e batelada com arraste de etanol em diferentes vazdes de gas, o resultado

pode ser analisado na Figura 27.
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Figura 27 - Viabilidade da linhagem termotolerante de K. marxianus durante processo
fermentativo no modo batelada convencional (verde) e com arraste de etanol com vazéo

especifica de gas de 2,5 (preto), 1,5 (vermelho) e 1 vvm (azul).
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Verifica-se na Figura 27 que a linhagem de K. marxianus manteve a viabilidade

durante os processos fermentativos e que a inje¢do de CO- ndo afetou a mesma.
4.4 Simulacao e ajuste dos parametros do modelo cinético

Apds andlise dos processos fermentativos foi proposto para os ensaios de
fermentacdo com a linhagem de K. marxianus em frascos agitados (ensaios de avaliagdo da
temperatura 6tima de fermentacdo) e em biorreator o modelo cinético de Levenspiel para
representar o crescimento celular. Os parametro cinéticos do modelo (Ks € Cemax) foram
ajustados a partir dos dados experimentais empregando pacote de otimizacdo baseado em
algoritmo genético flexivel (optim_ga) do Scilab (versdo 5.5.1) e as equacdes diferenciais
resultantes dos balancos materiais foram resolvidas pelo algoritmo Runge-Kautta.
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4.4.1 Simulacdo e ajuste dos parametros do modelo das fermentagfes realizadas em
frascos agitados que avaliaram a temperatura 6tima de fermentacéo da linhagem de K.

marxianus

Os parametros do modelo cinético de Levenspiel (Ks e Cemax) foram obtidos com
base no melhor ajuste entre os dados experimentais e simulados de Cs, Ce e Cx. Para tal, foi
utilizado pacote de otimizacdo do Scilab e as equacbes de balanco de massa do processo
fermentativo, bem como os parametros cinéticos obtidos experimentalmente (Yxs, Ye/s € pimax).

Na Figura 28 é possivel avaliar o ajuste dos dados simulados ao dados
experimentais das fermentacGes em frascos agitados com a linhagem termotolerante em

diferentes temperaturas.

Figura 28 - Valores de Cs (preto), Ce (verde) e Cx (vermelho) experimentais e simulados das
fermentacdes em frascos agitados utilizando a linhagem de K. marxianus nas temperaturas de
(@) 36, (b) 38, (c) 40, (d) 42 e (e) 44 °C. Linhas sdo os valores simulados e simbolos os

valores experimentais.
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Cp, Cx (g/1)

(e -

Observa-se na Figura 28 que os dados simulados se ajustaram aos dados
experimentais, demonstrando que o modelo cinético de Levenspiel representou de forma

adequada o perfil de Cs, Ce e Cx ao longo dos ensaios de fermentag&o.

Na Tabela 26 sdo apresentados os valores dos parametros cinéticos do modelo
de Levenspiel dos ensaios em frascos agitados em diferentes temperaturas, sendo que 0 pmax foi

obtido por meio da Equacéo 9 e 0 Kse Cemax foram ajustados a partir dos dados experimentais,
empregando a rotina de otimizagéo do Scilab.

Tabela 26 - Parametros cinéticos do modelo de Levenspiel dos ensaios em frascos agitados.
36°C 38°C 40°C 42°C 44°C
tmax (™) 0,096 0,14 0,14 0,097 0,087
Ks(g/L) 8,9 46,0 49,6 49,7 49,9
Cemax (9/L) 1196 117,8 100,0 103,0 743

umax: vVelocidade especifica mascima de crescimento celular; Ks: constante
de saturacéo e Cemax: concentracdo maxima de etanol a partir da qual cessa
o crescimento celular.

Analisando os resultados obtidos para 0 pmax observa-se valores semelhantes nas
temperaturas de 38 e 40 °C, 36 e 42 °C, sendo que o menor valor foi obtido a 44 °C.

Em termos de Ks, verifica-se que este aumentou com o aumento da temperatura.
Nota-se ainda que a 36 °C o valor obtido foi muito inferior aos obtidos na faixa de 38-44 °C.

O Cemax também aumentou com o aumento da temperatura, com destaque ao
valor obtido a 44 °C, que foi muito inferior aos demais.
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O comportamento dos valores de pmax, Kse Cemax €stdo de acordo com o que ja
foi analisado anteriormente. Com 0 aumento da temperatura houve aumento da concentragdo
de agUcares residuais no meio de fermentacéo e tanto a producao de etanol quanto o crescimento
celular diminuiram, mostrando a influéncia negativa de temperaturas altas no metabolismo

celular.

4.4.2 Simulacdo e ajuste dos parametros do modelo da fermentacdo realizada em

biorreator no modo batelada convencional

Novamente, os parametros do modelo cinético de Levenspiel (Ks e Cemax) foram
obtidos com base no melhor ajuste entre os dados experimentais e simulados de Cs, Ce e Cx.
Para tal, foi utilizado a rotina de otimizagéo do Scilab e as equacGes de balanco de massa do
processo fermentativo, bem como os pardmetros cinéeticos obtidos experimentalmente (Yxss,

YE/s € Umax)-

Na Figura 29 é possivel avaliar o ajuste dos dados simulados ao dados

experimentais da fermentacdo com a linhagem termotolerante em biorreator a 40 °C.

Figura 29 - Valores de Cs (preto), Ce (verde) e Cx (vermelho) experimentais e simulados da
fermentacdo em biorreator a 40 °C utilizando a linhagem de K. marxianus. Linhas sdo 0s

valores simulados e simbolos os valores experimentais.
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Verifica-se na Figura 29 que os dados simulados se ajustaram aos dados
experimentais, demostrando que o modelo cinético de Levenspiel representou de forma

adequada o perfil de Cs, Ce e Cx ao longo do ensaio de fermentacao.

Na Tabela 27 sdo apresentados os valores dos parametros cinéticos do modelo
de Levenspiel do ensaio em biorreator e em frascos agitados realizados nas mesmas condicoes,
sendo que 0 umax foi obtido através da Equacdo 9 e 0 Kse Cemax foram ajustados a partir dos

dados experimentais, empregando a rotina de otimizacao do Scilab.

Tabela 27 - Pardmetros cinéeticos do modelo de Levenspiel do ensaio realizado em frascos

agitados e em biorreator.

Frascos agitados Biorreator
umax (™) 0,14 0,11
Ks (g/L) 49,6 47,71
Cemax (9/L) 100,0 86,91

umax. Velocidade especifica mascima de crescimento celular;
Ks: constante de saturacdo e Cemax: concentracdo maxima de
etanol a partir da qual cessa o crescimento celular.

Comparando os resultados obtidos em frascos agitados e em biorreator, observa-
se que todos os parametros foram maiores no ensaio realizado em frascos agitados. O que esta
de acordo com o que foi obtido experimentalmente, uma vez que em biorreator o crescimento
celular foi menor e a concentracao de acucares residuais e a producdo de etanol foram maiores
do que no ensaio em frascos agitados. Destaca-se ainda que a producdo de etanol no ensaio
realizado em biorreator foi maior até a sétima hora de processo, sendo que a partir deste
momento a producdo se igualou a obtida no ensaio realizado em frascos agitados, possivelmente

devido & inibicéo por etanol.

4.4.3 Simulagédo dos ensaio de fermentacdo realizados em biorreator no modo batelada
com arraste de etanol por CO2

Na simulagéo das fermentacGes em biorreator com arraste de etanol utilizou-se
em conjunto as equacdes de balan¢o de massa do processo, 0 modelo cinético de Levenspiel,

0S parametros cinéticos (Umax, Yxss, Yers, Ks € Cemax) obtidos na fermentacdo convencional, as
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constantes de velocidade de remocao de etanol e agua obtidas a partir do estudo realizado por

Moraes (2016) (rever Tabela 15) e a massa especifica da agua a 40 °C.

Na Figura 30 é possivel avaliar o ajuste dos dados simulados ao dados

experimentais nas fermentacdes com arraste de etanol por CO2 (2,5, 1,5e 1,0 vvm).

Figura 30 - Valores de Cs (preto), Ce (verde) e Cx (vermelho) experimentais e simulados das

fermentacdes com arraste de etanol nas vazdes especificas de COz de (a) 2,5, (b)1,5¢e (b) 1

vvm. Linhas sdo os valores simulados e simbolos os valores experimentais.
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Cp, Cx (g/L)
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Analisando a Figura 30, observa-se que os dados simulados se ajustaram aos
dados experimentais, demostrando que o modelo cinético de Levenspiel representou de forma

adequada o perfil de Cs, Ce e Cx ao longo dos ensaios de fermentag&o.

Com as simulagdes dos processos fermentativos e com a determinagdo dos
parametros cinéticos do modelo de Levenspiel foi possivel confirmar anélises realizadas nos

topicos anteriores e fornecer informacdes que poderao ser utilizadas em trabalhos futuros.
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5 Conclustes

Propagacao da linhagem termotolerante de K. marxianus

Foi desenvolvido protocolo para propagacdo da levedura termotolerante K.
marxianus empregando cultivo em batelada alimentada. A levedura foi preservada em criotubos
(-70 °C) e dessa forma foi possivel iniciar os ensaios de fermentacdo com concentracao celular

em torno de 10 g/L.

Ensaios de fermentacdo em frascos agitados

Andlise 1: Comparacdo do desempenho da linhagem termotolerante com o de leveduras
convencionais

Ao ser comparada com as linhagens comercial e industrial de S. cerevisiae nas
suas temperaturas 6timas de trabalho (34 °C), a linhagem de K. marxianus (40 °C) apresentou
desempenho inferior ao das leveduras convencionais. Contudo, o valor da concentracdo de
etanol alcancada pela linhagem termotolerante (72 g/L) esta dentro do que se alcanga nas usinas
brasileiras (69-108 g/L). Destaca-se ainda que nos experimentos realizados a 40 °C com as
leveduras convencionais, estas apresentaram uma queda em seu desempenho, colocando em
evidéncia a vantagem de se utilizar linhagens termotolerantes em locais de clima quente onde

se tem dificuldade de controlar a temperatura do processo em torno de 34 °C.

Andlise 2: Ensaios com a linhagem termotolerante em meio composto por sorgo sacarino,
sorgo sacarino suplementado com nutrientes e sorgo sacarino suplementado em mistura com
melaco

Observou-se nos processos fermentativos empregando caldo de sorgo sacarino
que a linhagem termotolerante K. marxianus obteve bom desempenho. A linhagem
termotolerante manteve a viabilidade celular em torno de 75% e consumiu totalmente os
acucares presentes nos meios de fermentacdo. Entretanto, a concentracdo final de etanol foi
baixa; tal fato foi atribuido a baixa concentracdo de aglcares redutores presentes no caldo de

sorgo, o que pode ser melhorado pela adi¢do de melago ou pela concentracdo do caldo.

Analise 3: Avaliacao da temperatura 6tima de fermentacéo da linhagem de K. marxianus
Nos ensaios de fermentacdo com a levedura termotolerante K. marxianus a

produtividade volumétrica diminuiu com o aumento da temperatura. O valor do coeficiente
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estequiométrico Ygis foi semelhante na faixa de 36 a 42 °C. Tais fatos foram atribuidos a
influéncia negativa de altas temperaturas no metabolismo celular e/ou & perda de etanol devido
a evaporacdo durante os ensaios. Assim, escolheu-se a temperatura de 40 °C como sendo a ideal,
pois esta é uma temperatura que pode proporcionar uma reducao nas chances de contaminacao
do processo fermentativo por microrganismos mesofilos. Em locais de clima quente torna-se

mais facil o controle da temperatura do meio de cultivo neste valor (40 °C).

Ensaios de fermentacdo em biorreator

Fermentacdo no modo batelada convencional

Ao realizar o ensaio de fermentacdo em biorreator operado no modo batelada e
comparar os resultados com o ensaio realizado em frascos agitados, nas mesmas condic¢des, foi
possivel verificar que a producéo de etanol foi beneficiada no processo realizado em biorreator,
pois este reduziu as perdas de etanol por evaporacao e arraste devido ao uso de condensador no
sistema experimental. Contudo, a concentracdo de acucares residuais foi alta, 0 que pode ser

atribuido a inibicdo causada pelo aumento da concentracdo de etanol no meio de fermentacéo.

FermentacGes no modo batelada com arraste de etanol

Os ensaios de fermentacdo em biorreator nos quais se empregou o arraste de
etanol por CO2 proporcionaram incrementos na producgéo de etanol. No experimento no qual a
vazdo especifica de gas foi de 2,5 vvm houve uma redugdo de 30% dos agUcares residuais e 0
arraste de 29% do etanol do meio de cultivo. Neste ensaio a produtividade volumétrica obtida

foi pouco superior ao valor observado no ensaio em batelada sem arraste.

Modelagem e simulacéo

O modelo matematico proposto para representar 0s processos fermentativos com
a linhagem de K. marxianus foi capaz de fornecer uma descricéo adequada dos comportamentos

das fermentacdes analisadas.
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6 Sugestdes para trabalhos futuros

Sugere-se para trabalhos futuros:

[N

metabolismo celular da linhagem de K. marxianus;

e realizar ensaios de fermentacdo com caldo de sorgo sacarino concentrado (ART~180 g/L);

e realizar ensaios de arraste de etanol empregando maiores concentracdes de agucar no inicio
da fermentacao;

eanalisar o melhor momento para iniciar o processo de arraste nos ensaios de fermentacao
extrativa;

e recuperar e quantificar o etanol arrastado.
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APENDICE

Sequenciamento RNA ribossomal da linhagem de K. marxianus isolada de
processo industrial:

AGGGTAATTAGCATTTATACAGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGTTATC
GTTTATTTGATAGTTCCTTTACTACATGGATATCTGTGGTAATTCTAGAGCTAATA
CATGCTTAAAATCTCGACCCTTTGGAAGAGATGTATTTATTAGATAAAAAATCAA
TGTCTTCGGACTCCTTGATGATTCATAATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGC
TGGCGATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGTGGC
CTACCATGGTTTCAACGGGTAAGGGGGAATAAGGGTTCGACTCCTGAGAGGGAG
GCCCCTGCACAGGTGCCACATCAGAAGAAGGCTCCACCCGGCACGGGTCTTCAAC
ACTCCTAAAAAAAGCAAAATTCCTCCTGCTGGATTGTCTGCTGACGAACCAGCTG
GACGAGACGTCTTCATCCATCATTAATACCTCATCCTCCTGAACGATGCTCCGCTT
CACTTCTGATACCGGACGGATGATCAGGGCTAGCCGTCCTCGTTGTTTTGGAGGT
GTGTCGCCACGGTGACTAGAAGAATTGGGAAACAACCTTCACTTCATGTGTTAGT
GACAAACAAAAAAATCTTTTTCTTTTTTTATTGTTTATTTTTTCATTAATATATCTC
TTCTTTATGTTTTTTTTTCTCCTGCACT

Na Figura 31 é possivel verificar na coluna Ident a porcentagem de identificacédo
do sequéncia da linhagem de K. marxianus com outras linhagens que encontram-se no banco
de dados da NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Figura 31 - Identificacdo da linhagem termotolerante de K. marxianus.

Max | Total Query E

Description score | score  cover  value dert
Kluyveromyces marxianus strain Y15 188 ribosomal RNA gene, partial sequence 582 582  46% 3e-162 99%
Chain 2, Structure Of The Yeast Kluyveromyces Lactis Small Ribosomal SubunitIn Complex With The Cricket Paralysis Virus Ires 575 575 47% 6e-160 98%
Kluyveromyces lactis strain JCABKL 24 188 ribosomal RNA gene, partial sequence 675 575 46% 6e-160 99%
Chain 2, Cryoem Structure Of 40s-eif1-eif1a Preinitiation Complex 675 675 47% 6Ge-160 98%
Kluyveromyces mandanus DNA, chromosome 5, complete genome, strain: NBRC 1777 575 150 46% 6e-160 99%
Kluyveromyces manxianus strain CCT 7735 (UFV-3) chromosome 5 sequence 575 150 46% 6e-160 99%
Kluyveromyces manianus DMKU3-1042 DNA, complete genome, chromosome 5 575 150 46% 6e-160 99%
Kluyveromyces sp. CW4.3 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 575 575 46% Ge-160 99%
Saccharomycetales sp. LMG11 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 575 575 47% Ge-160 98%

Kluyveromyces mandanus 265 ribosomal RNA, 185 ribosomal RNA genes, internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcribed sp: 575 575 47% Ge-160 98%

Kluyveromyces lactis 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 575 &78  47% Ge-160 98%
Kluyeromyces mandanus 185 ribosomal RNA gene. partial sequence 575 575 47% 6e-160 98%
Kluyveromyces lactis strain NRRL Y-1140 chromosome D complete sequence 575 1726 46% Ge-160 99%
K.marxianus DNA for 185 ribosomal RNA (strain NCYC 970) 575 575 47% Ge-160 98%
K.manxianus DNA for 188 ribosomal RNA (strain 712) 575 575 47% Ge-160 98%
Kluyveromyces dobzhanskii 183 rRNA gene (NCYC 538) 675 575  47% 6e-160 98%
Kluyeromyces lactis 178 rRNA geng 675 575  47% 6e-160 98%
Kluyveromyces lactis strain JCABKI 9 188 ribosomal RMA gene, partial sequence 673 573 46% 2e-159 99%
Kluyveromyces sp. CW3.7 188 ribosomal RNA gene, partial sequence 673 573 46% 2e-159 99%
Kluyveromyces mandanus strain Y1 188 ribosomal RNA gene. partial sequence 571 571 46% 7Te-159 98%

Fonte: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

Observa-se na Figua 31 que a linhagem deste trabalho realmente pertence ao

género K. marxianus.



