ESTUDO DA RECICLAGEM DE CELULAS NA PRODUCAO BIOLOGICA DE ETANOL!
Tadeu Alcides MARQUES?*, Gil Eduardo SERRA*

RESUMO

Nas destilarias de alcool o contetido de etanol, na suspensao de levedura reciclada, gira em torno de 2% a 3%. A reciclagem de células
é realizada tanto em fermentacoes em batelada, como nas continuas. A fermentacao alcodlica e a recuperagao de células de leveduras
foram avaliadas em laboratério. A levedura recuperada, por centrifugacao, nos experimentos laboratoriais, foi tratada e novamente
inoculada em novo meio fermentativo para avaliar o efeito toxico do etanol e de outros metabolitos nas fermentacées subsequientes.
A cepa Saccharomyces cerevisiae 1Z-1904 utilizada foi inoculada em meio de melaco diluido contendo 180g L' e 310g L' de acuicares
redutores totais (ART), com trés repeticoes. O tratamento da levedura recuperada constou de dupla centrifugacao e ressuspensao em
agua e vinho. Foram realizadas oito fermentacoes, a primeira com fermento multiplicado e as demais com a reciclagem de células das
fermentacoes anteriores. O elevado teor de a¢uicar foi necessario para obtencao da concentragao alcoolica desejada no vinho e, assim,
conferir inibi¢ées e toxicidades detectaveis. Nas fermentagdes com concentracdo de etanol menor que 6,4% (v v'') o efeito toxico ou
inibidor nao foi detectado. A inibicao pelo etanol e por outros componentes foi detectada sobre as leveduras e os resultados mostraram
que a reducao dos componentes reciclados com a levedura pode melhorar o processo fermentativo.
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SUMMARY

THE STUDY OF RECYCLE IN THE BIOLOGICAL PRODUCTION OF ETHANOL. In alcohol distilleries the ethanol content in recycled yeast
suspension range from 2% to 3%. Recycling yeast cells is a useful tool to inoculate another fermentation batch or to continuous
fermentation. The ethanolic fermentation and yeast recovering were evaluated in laboratory. The yeast suspension recovered from the
wine, by centrifugation, was treated before re-inoculation in new fermentation media, to evaluate the ethanol and other metabolites
toxic effect influences in the next fermentations batch. The Saccharomyces cerevisiae 1Z-1904 strain was used to inoculate molasses
medium with 180g L! and 310g L' of total reducing sugars (TRS). The yeasts recovering treatment was made with double centrifugation
and yeast suspension in water and wine. Eight sequential batch fermentations were done, each with three replications. The first
fermentation with fresh yeast, and others with recycled cells. The high sugar content was necessary to generate elevated ethanol
concentration in the wine, and to confer hard fermentation conditions so the effects of any toxic compounds were introduced and more
easily detected. In fermentations with less than 6.4% ethanol (v v') there was no toxic effect detected. The ethanol and other
metabolites inhibition on yeast were detected and the results showed that the reduction of those components from the recycled yeast
suspension might optimize the fermentation process. Ethanol production and yeast death rate were affected by the recycling of ethanol.
Keywords: alcoholic fermentation; recycle; metabolites; inhibition.

1 -INTRODUCAO

Devido a importancia socioeconémica da producao
biologica de etanol no Brasil e no mundo, tendo em
vista a utilizacdo deste produto em industrias de ali-
mentos e, como fonte combustivel ecologicamente cor-
reta, estudos visando a obtencdo de melhores procedi-
mentos tecnologicos no processo fermentativo
tornam-se de fundamental importancia. Observa-se que
durante a fermentacao alcodlica, a presenca do alcool
etilico ocasiona queda na viabilidade celular [1, 4, 26] e
esta queda ocorre com maior intensidade quando o
alcool € gerado endogenamente [8, 9, 12, 16, 18, 20].
Ocorre também, durante a fermentacio alcoédlica, a pro-
ducao de n-propanol, isobutanol, isoamilico e amilico
[6, 11, 13, 14, 19], que sdo alcoois superiores, compo-
nentes do o6leo fusel [27], que podem ser sintetizados
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pelo metabolismo direto das leveduras, em pequenas
proporcoes [7, 23, 27]. O etanol, isopropanol, propanol
e butanol afetam a membrana lipoprotéica, podendo as-
sim comprometer a viabilidade celular [15], sendo que
o teor de etanol inibitério ao crescimento celular € de
56,6g L' [5]. Geralmente, os estudos em fermentacao
alcoolica sao realizados com a finalidade de otimizar a
producéao de bebidas [2], sendo assim todos os parame-
tros utilizados para a conducido da fermentacéao estao
bem longe dos parametros utilizados nas destilarias
brasileiras, como temperatura de fermentacao e tempo
de fermentacao [17, 21]. As destilarias alcoédlicas bra-
sileiras operam com o sistema de fermentacao deno-
minado “Melle-Boinot” ou com fermentacdo continua
[3, 10, 24], nos quais o microrganismo (levedura) é
reciclado por fermentagdes consecutivas, durante toda
a safra canavieira. O estudo da reciclagem torna-se de
vital importancia quando da analise dos teores de com-
postos toxicos a fermentacao, visto que, se eles sdo
produzidos durante a fermentacido, podem acumular-
se no inoéculo promovendo perdas de viabilidade [15,
22], abaixando a eficiéncia e piorando a produtividade
industrial. O presente trabalho estudou a relacao entre
eficiéncia fermentativa, rendimento, teor de etanol no
vinho, cinética de produgao do CO, e produgéo de alco-
ois superiores, com a reciclagem de células.
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Microrganismo

A levedura utilizada para a conduc¢ao da fermenta-
cao alcodlica foi a Saccharomyces cerevisiae (IZ 1904),
proveniente do Instituto Zimotécnico da ESALQ- USP,
Piracicaba-SP.

2.1.1 - Meio para manutencido

Foi utilizado o meio YEPD sé6lido, contendo (g L'):
glicose-20,0; peptona-20,0; extrato de levedura-10,0;
agar-18,0; agua destilada para 1000mL.

2.1.2 - Manutencdao da cultura

A cultura de S. cerevisiae 1Z 1904 foi preservada em
tubos com meio YEPD sdlido, inclinado, sob refrigera-
cao a 5°C. A renovacao das células foi feita antes da
ativacao da cultura, por repicagem de células no meio,
e incubacao a 30°C durante 48 horas.

2.1.3 - Delineamento experimental

Os experimentos de 180g e de 310g de actcares
redutores totais (ART) por litro no mosto foram condu-
zidos de maneira analoga, por oito ciclos consecutivos,
a partir da reciclagem do fermento do ciclo anterior. O
final da fermentacao foi determinado pelo fim da libe-
racao de CO,, medido por pesagens horarias.

O meio de fermentacédo inoculado com células, na
concentracao de 10% em volume, foi adequadamente
homogeneizado e distribuido em frascos de
“Erlenmeyers” com trés repeticdes para cada tratamen-
to. Os frascos com 200g (160g de mosto e 40g de ino-
culo) permaneceram sob agitacado de 80rpm e tempe-
ratura de 32°C até o final da fermentacao, sendo que
posteriormente foram retirados 10mL para efetuar as
analises. O vinho remanescente foi separado por cen-
trifugacao (5600 x g, 10°C, 10min), e a biomassa oriun-
da de cada frasco, foi ressuspensa em novo meio de
fermentacdo, em frasco correspondente, iniciando-se
o 2¢ciclo fermentativo. Esse indculo era em seguida
completado a 40g com vinho e agua, para simular a
situacao industrial (3% de etanol) e acertado o pH a
2,5 com acido sulfurico.

2.1.4 - Meio para fermentacao

O melaco foi diluido e autoclavado na concentracao
de 34°Brix, sendo posteriormente diluido a aproxima-
damente 180g de ART por litro, para o primeiro ensaio
com reciclagem de levedura, e diluido a 310g de ART por
litro para o segundo ensaio com reciclagem de levedu-
ra.

2.1.5 - Métodos analiticos

e Acucares redutores

Os acucares redutores foram determinados pela
técnica de Somogyi e Nelson, segundo TRIBOLI [25].

e Etanol e alcoois superiores

Foram determinados por cromatografia gasosa, com
coluna HP-FFAP capilar, 50m, temperatura de injecao
120°C, gradiente de 60°C a 200°C, elevando-se 2°C por
minuto; detector a 220°C e fluxo de He de 1mL min'.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Com 180g ART L'! obteve-se um teor alcodlico final
meédio de 5,3g 100g" (cerca de 6,8% v v''), o que leva a
concluir que estes teores de acucar produzem alcool
em quantidade insuficiente para causar inibicao signi-
ficativa da levedura, pois BUENO NETO [5] relatou que
somente acima do teor de 7,2% v v'! ocorreu inibicao
para o crescimento celular. GHOSE & TYAGI [10], por
sua vez, relataram que o teor de etanol de 11,1% v v
promoveu a reducao da velocidade de crescimento ce-
lular para zero, ocorrendo apenas a liberacao do etanol
intracelular, e acima de 14,5% nao ocorreu mais produ-
cao nem liberacao de etanol.

Por outro lado, esse resultado indica que com mos-
to de 180g ART L' a fermentacao desenvolveu-se den-
tro dos parametros normais e tipicos de fermentacao
alcodlica.

Nas Figuras 1 e 2 observa-se que o tempo de fer-
mentacdo foi muito diferente ao comparar os mostos
com 180g e 310g ART L'!. Naturalmente, esta diferenca
de comportamento deve-se ao fato de que teores eleva-
dos de ART no inicio da fermentacdo podem promover
uma inibicdo e acarretar uma demora para o consumo
destes acucares. Contudo, € interessante salientar que
as fermentacoes alimentadas com mosto de 180gARTL!
apresentaram curvas semelhantes desde a primeira
fermentacao até a oitava, demonstrando que nesta con-
centracdao nao ocorreram alteragdes que se somassem
durante as reciclagens. Nas fermentacdes com mosto
de 310g de ART L'!, o comportamento foi bem diferente,
sendo que ocorreram grandes alteracdes na cinética de
liberacao de CO,, demonstrando que nesta concentra-
cao de acucares no mosto alguns componentes pas-
saram para as fermentacoes em seqiiéncia.

Total de CO2 liberado (g)

0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (h)

—%—Média dos ensaios, Fermentagao 1,310g L -

- - £ - -Média dos ensaios convencionais, Fermentagao 1,180 g L'

FIGURA 1. Comparacao da cinética de liberagao de CO, para
ensaios com mosto de 180g ART L! e 310g ART L', na
primeira fermentacao.
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Teor de CO2 liberado (g)
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Tempo (h)
—*— Média dos ensaios, Fermentagédo 8, 310g L -1
- - £F - - Média dos ensaios, Fermentag&o 8, 180 g L -
FIGURA 2. Comparacao da cinética de liberacao de CO,, para
ensaios com mosto de 180g ART L' e 310g ART L, na

oitava fermentacao.

Na Figura 3 pode ser observado que os valores de
concentracao de etanol (V%) para as fermentacoes com
mosto de 310g L'! sempre estiveram acima das fermen-
tacoes com mosto de 180g L', com excecao da sétima
fermentacao. A eficiéncia e o rendimento para as fer-
mentacgdes com mosto de 180g L! praticamente perma-
neceram em um patamar basico. Nas fermentacoes com
mosto de 310g L'!, os rendimentos em etanol foram maio-
res nas primeiras fermentacoes se comparados aque-
les onde se utilizam mosto de concentracao de 180g L.
No entanto, com o passar das reciclagens, foram cain-
do e chegaram na oitava reciclagem com valores bem
inferiores.

90

80

70 -

60

50 A

40 1

30

20 -

0 4 A A A %! 7 %

Fermentacoes

OEtanol V% - 180 gL -1 Etanol V% -310g L -1

-1 -1
M Eficiéncia da levedura - 180 g L B Eficiéncia da levedura-310g L

O Rendimento da fermentagdo - 180 g L - B Rendimento da fermentagdo - 310 g L i

FIGURA 3. Dados comparativos entre fermentacoes com 180g
ART L' e 310gART L.

Com relacao a cinética das fermentacoes pode-se

dizer que as velocidades maximas de produgéo de CO,
(rp max.) foram iguais para as oito reciclagens, quando
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o mosto utilizado continha 180g L, apresentando o
valor médio de 1,70g h'!. Nas fermentacdes com 310g L
obteve-se média de 0,54g h™', com valores variando de
0,36 a 0,75g h''. Esta variacao demonstra a forte inibi-
¢ao que ocorreu com a reciclagem [8, 9, 12, 16, 18, 20].
Considerando os ensaios com 310g L'! de ART no mos-
to, puderam ser detectadas variacdes do teor de diver-
sos alcoois nos vinhos: O teor de metanol no vinho
variou de zero ppm na primeira fermentacio ao valor de
107ppm na quarta fermentacao; o teor de n-propanol
variou de 42ppm na terceira fermentacao a 154ppm na
sexta fermentacao; isobutanol variou de 18ppm na quar-
ta fermentacao a 117ppm na oitava fermentacao; o nor-
mal butanol variou de zero ppm na primeira fermenta-
cao a 218ppm na quinta fermentacao; o alcool amilico
variou de 53ppm na terceira fermentacao a 213ppm na
oitava fermentacdo; os componentes secundarios va-
riaram de 140ppm na segunda fermentacao a 663ppm
na oitava fermentacdo. Fatos estes que salientam o
acumulo gradual de componentes secundarios durante
as reciclagens sucessivas, com valores bem inferiores
aos citados na literatura [6, 11, 13, 14, 19, 27], promo-
vendo inibicoes.

4 - CONCLUSOES

e A interferéncia no metabolismo devido a recicla-
gem de c€lulas torna-se mais clara a medida que
aumenta-se a concentracdo de acucares no mos-
to e, por conseqiiéncia o teor de etanol no vinho
fermentado.

e A interferéncia do etanol na fermentacao alcodli-
ca é mais preocupante em fermentacoes com al-
tas concentracdes de acucar no mosto.

¢ Em ensaios que visem o estudo da producao e
teores inibitérios de subprodutos da fermentacao
alcodlica, € necessaria uma atenta observacdo na
concentracao de acucares no meio fermentativo.

e Uma centrifugacao adicional visando a diminui-
cao dos componentes que acompanham as célu-
las de levedura na reciclagem € uma operac¢ao que
reduzira efeitos inibidores de fermentacoes.
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