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Implantacao de Metodologias e Operacao de Planta Laboratorial para Bioprocessos

Objetivo geral do projeto onde se insere este trabalho: (1) Proposta de melhorias no processo atual de producao de etanol utilizando ferramentas de modelagem,
otimizacao e controle avancado de processos; (2) Investigacao da aplicagdo de um sensor otico para biomassa e/ou produto e/ou substrato, baseado na técnica

fluorescéncia 2-D, bem como o desenvolvimento de analisador virtual para estimacao de outras variaveis de interesse.

Objetivo especifico: (1) desenvolvimento de competéncias para realizacao de cultivos com microorganismos no LACIP/GIMSCOP; (2) implantagao das rotinas de
analise laboratorial para o acompanhamento da producdo de etanol via fermentacao; (3) partida de planta laboratorial construida no LACIP; (4) realizacao de
experimentos e geracao de dados experimentais que permitam o monitoramento on-line, a modelagem, otimizacao e controle avancado da producao de etanol.

Dos cultivos feitos com misturas de caldo de cana e melaco em placa agitadora, os rendimentos observados foram de 80 a 90%. Dos feitos em no biorreator
construido no LACIP), operando em batelada, atingiram-se rendimentos médios em torno de 70% e grau alcodlico de 7% (v/v).

1. Andlises Laboratoriais Etanol: HPLC e CG (Perkin-Elmer, gés 4. Experimentos com caldo de cana + melaco

Células: secagem em estufa, 105°C, por g ter N T T. .
54 horas € arraste: Ny, linjecso € !forno- = Cana-de-acucar: doada pela Harmonie Schnaps, Harmonia — RS. Caldo extraido
, ' _ 120 C, T ptector: 250 C, detector: em moenda manual.

Acucar: HPLC (Perkin-Elmer, coluna RHM:- FID). = Melago: doado pela FERMENTEC (Piracicaba — SP).
Monossacarideos, eluente agua mili-Q ;5 piigade celular: coloragdo com " Tratamento do caldo de cana:

- Adicao de leite de cal (CaOH, 10%) até pH entre 7 e 7,4 (em placa agitadora);
- Fervura do caldo por 5 minutos;

: 0
(0,6 mL/min), detector IR, @ 80°C). azul de metileno + contagem em

2. Microorganismo Camara de Neubauer _ Centrifugacdo;
Levedura Saccharomyces cerevisiae, cepas PE-2 (liofilizada, doada pela - Adigao de HCl 10 M ate ajustar o pH entre 4,5 e 5;
FERMENTEC, Piracicaba) e CAT-1 (seca, doada pela LNF, Bento Goncalves). - Fervura do meio por %vol. %vol. % vol. Sacarose

15 minutos(em autoclave).

agua melago caldo [g/L]

3. E.xp e.r m:'e_" tos com Componente — Meio sintético Concentragao 5 0 0 100 19280+ 4 33

. | meio sintético [g/L] =Composicio (tabela ao lado): ’ ’
o . Sacarose * De acordo com 6 5 12,86 82,14 199,24+4,18
O | Realizados em placa 0 experimento 7 10 2571 6429 193,31+6,51
O | agitadora, 32°C, 100 Extrato de levedura 6 o r 1857 4643 17914 +457
O | rpm (exp. 2,3 e 4). Cloreto de aménio 5 ’ ’ ==
_8 Fosfato monobasico de potassio 5 s £ _ bi

<)) Sulfato de magnésio heptahidratado 1 - ZXperimentos em biorreator

E Experimentos 1 e 2: Cloreto de Potassio 1

* Cana-de-acucar: doada pela
Harmonie Schnaps, Harmonia — RS.
Caldo extraido em moenda manual.

" [nterface supervisoria em Elipse E3.

obtencao do inoculo a partir de solucao estogue conservada em meio YEPD (5
g/L de extrato de levedura, 10 g/L de peptona e 20 g/L de glicose). Exp. 1 =
sem agitacdo e Exp. 2 2 com agitacdao. Ambos em temperatura ambiente.

Experimentos 3 e 4 : para dar inicio as fermentacdes foi utilizada a massa de | " Sensores  disponiveis:  pH (1),

leveduras produzida no Experimento 2. Volume total de meio = 100 mL. oxigénio dissolvido (2), temperatura. y P
= Controles: temperatura, pH. T i
Apos 1 hO‘a Apos 1 horla " Bombas peris.télticas para oAper-agéi.o !oatela-da alimentada e continuo (3).
" Espectroscopia de Fluorescéncia Bidimensional.

Experimentos em placa agitadora Experimentos no Biorreator = Experimentos em
: duplicata feitos com
Meio Sintético: S, Glicose Frutose Etanol-CG Etanol-HPLC Rendimento 200
N Exp. . . ” " % caldo de cana.
/L] *[g/L]  *[g/L]  *%[v/v] % [v/v] i . : cendimento de 70% <>
|
130 2,36 9,36 6,95+0,050 6,64+0,309 86,66 4,39 150 M y ehdimento ae 7L7%
w X | operacao em batelada
100 0,62 0,59 6,55+0,024 5,84+0,3 91,21+4,74 m :
100 He, X § = nas usinas se opera
*Medidos ao final 100 0,40 0,28 6,85+0,009 6,13+0,182 95,26+ 3,11 ., S | om batelada alimentada.
do experimento 100 0,39 0,25 6,83+0,012 6,59+0,311 102,40 + 5,34 o <. EXp. 2:
> L2
L 4 et .
. " e i = Consumo mais
| LAt .
Caldo de Cana - Sy  Glicose Frutose Etanol-CG Etanol - HPLC Rendimento 3 —a . o rapido da sacarose;
+ Melaco: = [g/L] *[g/L] *[g/L] *%[v/v] *% [v/v] [%] 0 5 10 15 20 25 = Mais etanol foi

Tempo [h]

192,80 5,03 23,9 7,66 834 78,64 + 4,46
¢ Exp.1-AcgUcar M Exp.2-Acgucar A Exp.1-Etanol X Exp.2 - Etanol diduxi
199,24 8,05 36,9 7,37 8,20 82,07 + 0,348 lauXiCa.

193,31 9,37 42,8 7,54 8,12 88,88 + 1,24
179,14 10,06 32,0 7,27 7,34 82,73+2,59 || Principal diferenca
entre os experimentos:
temperatura do meio
reacional;

[l

Necessario: ajuste

consumido na etapa

*Medidos ao final
do experimento

36

300 L Ethanol

350
400

Espectroscopiade Fluorescéncia 2D

600 Linhas continuas =

850 predicéo utilizando as correto da temperatura 24 . . . |
~00 medidas de fluorescéncia da agua do trocador no 10 15 20 25
_— 10 15 20 25 inicio do experimento. o Exp.1 ®Exp.2 Tempo [h]

250 300 350 400 450 500 550 600 Time [h]
Excitation [nm]

Os objetivos destes trabalho foram plenamente atingidos, resultando nas seguintes conclusoes:

(1) desenvolvimento de competéncias para realizacao de cultivos com microorganismos no LACIP: o laboratorio foi equipado para permitir o trabalho com as
leveduras, envolvendo o treinamento da bolsista de IC, de uma mestranda e de um doutorando, sob a orientagcéo da bolsista pos-doc responsavel pelo projeto;

(2) implantacao de rotinas de analise laboratorial para o acompanhamento das fermentacdes: foram testadas diversas metodologias para o acompanhamento das
fermentacoes, sendo selecionadas cromatografia para a anadlise de substrato e produtos e, peso seco para quantificar o crescimento celular.

(3) partida de planta laboratorial do LACIP: experimentos ja estdo sendo realizados na planta laboratorial, contribuindo para a melhoria continua da unidade.

(4) realizacao de experimentos e geracao de dados experimentais que permitam o monitoramento on-line, a modelagem, otimizacao e controle avancado da

producao de etanol: diversos experimentos jd foram realizados, com coleta periddica (de 10 em 10 minutos) de espectros de fluorescéncia que, juntamente com

os resultados das fermentacoes realizadas com a ajuda da bolsista, contribuirdo para a construgcdo de uma ferramenta para monitoramento on-line de

bioprocessos.
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