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Resumo

A utilizacdo de cepas industriais selecionadas de Saccharomyces cerevisiae vem se tornando popular
nas usinas sucroalcooleiras brasileiras, uma vez que esta abordagem aumenta o rendimento
fermentativo e gera economia de insumos. Adicionalmente, o tratamento acido durante a etapa de
ativagéo das leveduras selecionadas fornecidas na forma liofilizada pode auxiliar na vitalidade das
células no inicio da fermentacdo. Neste contexto, o presente trabalho avaliou a producéo de etanol a
partir de melago utilizando duas cepas de leveduras selecionadas (Pedra-2 e Fermel®), assim como a
influéncia da aplicacéo do tratamento acido na etapa de ativacéo das leveduras. Para isso, realizou-se
cultivos em mini-reatores a 32°C contendo 150 g/L de aguUcares redutores totais (ART) e 20-25 g/L de
células (concentracdo inicial), submetidas ou ndo a um tratamento acido com H2SO4 na etapa de
ativagdo. A levedura Fermel se mostrou mais adequada para a fermentacdo em melago e o tratamento
acido aumentou a produtividade de ambas as cepas estudadas em até 39%.

Palavras-chave: Tratamento &cido, S. cerevisiae, fermentacao alcodlica.
Area do Conhecimento: Engenharia — Engenharia Quimica.
Introducéo

A industria sucroalcooleira desempenha um papel crucial na economia, na geracdo de empregos,
na producdo de energia sustentdvel e no desenvolvimento de tecnologias, tornando-se um setor
estratégico para o Brasil em diversos aspectos (IEA, 2021). O Brasil € um dos maiores produtores
mundiais de etanol a partir da cana-de-acucar, produzindo em torno de 30 a 35 bilh8es de litros de
etanol por ano (CONAB, 2019), a depender de fatores como condi¢des climaticas, precos de mercado,
politicas governamentais e demanda interna e externa.

Tradicionalmente, o processo de producao de etanol no Brasil é realizado a partir da fermentagéo
de caldo de cana de agucar ou do melago proveniente da producéo de agucar, em um processo operado
em bateladas repetidas onde realiza-se o reciclo das células durante toda safra (LOPES et al., 2016).
Neste sentido, o microorganismo utilizado € de grande importancia ja que a eficiéncia do processo
dependera da robustez da levedura utilizada. Saccharomyces cerevisiae € a principal levedura utilizada
da producéo de etanol, pois € versétil, converte eficientemente aglicares em alcool e é resistente a
elevadas concentragfes de etanol (PEREIRA, 2021). Nas ultimas décadas, a utilizacdo de cepas de S.
cerevisiae selecionadas vem se tornando popular nas usinas, uma vez que esta técnica aumenta o
rendimento fermentativo, gera maior economia com antiespumantes e diminue a quantidade de acglcar
residual (ao contrario das leveduras selvagens) (LOPES et al.,, 2016). Atualmente as cepas de
leveduras selecionadas respondem pela producdo de aproximadamente 70 a 75% de todo etanol
produzido no pais (LOPES et. al., 2016).
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Para preservar as leveduras e outros microorganismos de forma estavel e prolongada, uma das
técnicas mais comumente utilizada é a liofilizagdo, a qual consiste em retirar &gua de um material por
meio da sublimacao (SANTOS, 2013). A remogédo da agua evita o crescimento bacteriano ou fangico
indesejado, tornando se uma opc¢éo segura e eficiente para o armazenamento de culturas microbianas.
Essa técnica também garante a viabilidade, estrutura e atividade biolégica desses microorganismos
por longos periodos de tempo (SANTOS, 2013; SILVA, 1992).

As leveduras selecionadas geralmente séo fornecidas na forma liofilizada para as usinas, de forma
gue quando chegam ao destino, pode ser necessario um processo de ativagdo para restaurar a
vitalidade das células, tornando-as novamente funcionais (Ramos et al., 2022). Por outro lado, o
tratamento acido é amplamente realizado no leite de levedura durante os reciclos de células nas usinas,
a fim de promover a eliminacdo das células que ficaram com algum tipo de deficiéncia na parede celular
e tornar assim, a populacao mais enriguecida em células viaveis e com maior qualidade (RODRIGUES,
2009). Os 4cidos tém a capacidade de desestabilizar a estrutura das membranas celulares e alterar o
pH do meio intracelular, o que pode levar a desnaturacdo de proteinas da membrana e a ruptura da
estrutura lipidica, comprometendo a integridade da membrana, levando a lise celular e,
consequentemente, a morte da célula (RODRIGUES, 2009). Este tratamento também auxilia no
controle microbiolégico do processo, reduzindo assim a concentracdo de contaminantes (FREIRIA,
2023).

Neste contexto, considerando a importancia da cepa utilizada na producao de etanol e a contribuicdo
do tratamento &cido na revitalizacdo das células de S, cerevisiae, 0 presente trabalho teve como
objetivo avaliar a producdo de etanol a partir de melaco utilizando duas cepas de leveduras
selecionadas (Pedra-2 e Fermel®) e avaliar a influencia da implementacédo do tratamento acido das
leveduras liofilizadas na etapa de ativacao prévia a fermentacao.

Metodologia

Hidratac&o e ativacéo das leveduras

Nos ensaios foram utilizadas as leveduras S. cerevisiae Pedra-2 (PE-2) e Fermel®, gentilmente
cedidas em sua forma liofilizada pela empresa Fermentec Tecnologias em Acucar e Alcool Ltda
(Piracicaba, Brasil). A levedura PE-2 é uma das mais utilizada nas destilarias do Brasil, a qual foi
originalmente selecionada na Usina da Pedra. Essa cepa possui alta plasticidade gendmica, facilitando
a adaptacdo a diferentes processos de fermentacdo (LOPES et al., 2016). J4 a Fermel ® é uma
levedura especialmente selecionada pela empresa Fermentec, indicada para fermenta¢des de mostos
a base de melaco e agua ou melacgo e caldo, com elevada tolerancia a um alto teor alcodlico no meio
(TOGNETE, 2017).

Todo o procedimento de hidratacdo e ativacdo foi adaptado de Mesquita (2021) e realizado
igualmente para as duas cepas. Primeiramente, 40 g/L de células foram hidratadas em 125 mL de agua
pura em Erlenmeyer de 1 L, sob incubagéo a 150 rpm, 32°C por 30 min. Em seguida, realizou-se a
ativacdo das leveduras pela adicdo ao Erlenmeyer de mais 125 mL de meio baseado em melaco de
cana diluido contendo 60 g/L de ART, e manteve-se overnight a 150 rpm e 32°C. Apés a ativacao, as
células foram recuperadas por centrifugacdo (10.000 rpm 5 min 4 °C) e utilizadas diretamente na
fermentacao ou submetidas ao tratamento acido.

Tratamento &cido das leveduras

O tratamento acido das leveduras centrifugadas foi realizado pela adicdo de solucdo &cida a
suspensao de células para abaixar o pH a 2,0. A suspenséo foi mantida nestas condi¢cbes por 2 h a
160 rpm e 30°C (BASSI, 2016). Em seguida, as células foram centrifugadas (10.000 rpm, 5 min, 4 °C)
e lavadas 3 vezes com agua destilada, de modo a se garantir a remocéo total do acido utilizado. A
solucédo acida foi preparada adicionando-se acido sulflirico em agua destilada até obtencéo de pH 2.0,
monitorando-se os valores de pH em pH-metro digital.

Ensaios fermentativos

Os cultivos foram realizados em mini-reatores de 15 mL dotados de saida de CO2, conforme
descritos por Mesquita (2021) e monitorados por meio da medida da liberacdo de massa de CO2 na
fermentacéo alcodlica, fazendo a pesagem dos mini-reatores periodicamente. Os experimentos foram
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interrompidos quando ocorreu estabilizagdo da massa dos mini-reatores, o que indicaria o fim da
fermentacdo. Os cultivos foram realizados em meio composto por melaco diluido em 4gua de forma a
se obter aproximadamente 150 g/L de agUcares redutores totais (ART), com densidade o6ptica (DOsoo)
inicial de 40-50 (20 a 25 g/L de células) e mantido estaticamente & 32°C. Ao final dos cultivos, o meio
foi centrifugado (3500 rpm x 10 min) e o sobrenadante utilizado para quantificar substratos e produtos
por HPLC. A Figura 1 ilustra procedimento experimental empregados para os dois processos
estudados.

Figura 1 — Processo de ativacao e tratamento acido com H2SOa4 das leveduras liofilizadas estudadas.
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Fonte: Autor (2023).

Métodos analiticos

A viabilidade celular foi medida de acordo com método colorimétrico de azul de metileno e contagem
em camara de Neubauer, conforme descrito por Mesquita (2021). A viabilidade celular foi obtida pela
razao células vivas/células totais.

Para a quantificac@o de agUcares e produtos, as amostras foram tratadas para remoc¢éao dos solidos
insollveis, sendo congeladas por pelo menos 24 h, descongeladas e centrifugadas duas vezes (2500
rpm, 4 °C por 5 min) conforme Demeke et al. (2013). Em seguida, as amostras foram filtradas em filtro
0,22 um e analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em um cromatégrafo Waters
€2695 dotado de detectores de indice de refracdo e UV-VIS (A= 210 nm). Para quantificar etanol,
glicerol, glicose, frutose e sacarose foi utilizada a coluna de excluséo i6nica RezexTM ROA-Organic
acid H+, com H2S04 5 mmol/L como fase mével com fluxo de 0,6 mL/min e temperatura de operacao
65 °C (BATISTA et al., 2019).

Calculos

Os parametros fermentativos dos ensaios realizados foram calculados de acordo com Shuler (2002),
conforme as equacgdes 1-3, onde Yess é o fator de rendimento de substrato em produto (g/g); P e S séo
as concentragdes finais de produto e substrato (g/L), respectivamente; So € a concentracao inicial de
substrato; Po € a concentracao inicial de produto; 7 € a eficiéncia da fermentagado (%); Yp/s(tesrico) € O
maximo rendimento tedrico em etanol obtido pela estequiometria (0,51 g/g); Qp é a produtividade
volumétrica (g/L/h) e t € o tempo de processo (h).

P _PO
Yp/s=50—_5 (1)
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Resultados

Os ensaios fermentativos foram acompanhados por aproximadamente 17 horas e a converséo de

ART pelo tempo é apresentada na Figura 2. Os parametros fermentativos observados em cada
condicdo estudada sdo apresentados na Tabela 1.

Figura 2 — Converséo de ART ao longo do tempo de processo de fermentagdo alcodlica de melago pelas
leveduras Fermel (A) e PE-2 (B) com (reator 2) e sem (reator 1) realizacéo de tratamento &cido na ativacao.
Condicdes: 35°C, 60 g/L de células e 150 g/L ART iniciais.
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Fonte: Autor (2023).

Tabela 1- Comparacdo dos processos com e sem tratamento acido, para as leveduras Fermel® e PE-2.

Parametro Fermel® PE-2
Tratamento &cido Nao Sim N&o Sim
Yris (9/9) 0,47 0,42 0,47 0,45
n (%) 92,9 83,1 92 88
Qr (g/L/n) 7,6 10,6 3,7 4.4
Tempo de processo (h) 8 6 17 6

Fonte: Autor (2023).
Discusséao

A levedura Fermel® foi superior a PE-2 em ambas as condi¢des estudadas, com uma produtividade
em etanol duas vezes superior (Tabela 1). Tal comportamento evidencia a importancia da utilizacdo de
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cepas selecionadas em processos industriais. O desempenho superior da Fermel® pode ser atribuido
ao fato desta levedura ter sido especialmente desenvolvida para a fermenta¢éo de melago, conforme
relatado anteriormente (TOGNETE, 2017). Também é importante ressaltar que os resultados obtidos
foram superiores aos observados por Mesquita (2021) com a levedura Fermel em meio minimo,
evidenciando a especificidade desta levedura para o melaco.

A realizacéo do tratamento acido da levedura na etapa de ativacéo foi benéfica para ambas as cepas
estudadas, reduzindo significativamente o tempo de processo (Figura 1) e aumentando a produtividade
da Fermel em 39% e da PE-2 em 19%. O tratamento provavelmente eliminou as células debilitadas,
deixando apenas as células mais produtivas, de maneira a acentuar o consumo de agucares por essa
populacéo, conforme também relatado por Rodrigues (2009). E importante salientar que em todos os
ensaios 0s ART foram totalmente consumidos e ndo houve producao significativa de subprodutos como
glicerol (dados ndo mostrados). Porém, apesar da melhora significativa, € valido ressaltar que o acido
sulfarico utilizado possui elevado impacto ambiental, de forma que estudos futuros visando métodos e
compostos alternativos para realizar o tratamento das leveduras se torna de grande relevancia para o
setor.

Conclusao

A levedura Fermel se destaca como uma levedura industrial selecionada com elevada
especificidade e eficiéncia em meios baseados em melaco de cana. O tratamento acido das leveduras
liofilizadas foi eficiente em selecionar melhores células para o processo, aumentando significativamente
a produtividade em etanol. Porém a realizacdo do tratamento com compostos alternativos no futuro
pode auxiliar na reducéo do impacto ambiental da producéo de etanol a partir de melago de cana.
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