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INTRODUCAO:

As preocupagdes com as mudangas climaticas, pelo uso excessivo de combustiveis
fosseis e o desejo de aumentar a seguranca energética mitigando a emissdo de gases de efeito estufa
(GEE), tém intensificado os esfor¢os em pesquisa no desenvolvimento de fontes renovaveis de
energia (IEA, 2012). Dentro deste contexto, destaca-se o etanol, o biocombustivel mais consumido
no mundo, no ano de 2020, a produgdo mundial de etanol foi aproximadamente 118,2 bilhdes de
litros, sendo que os lideres na produgdo sao os EUA (53%) e o Brasil (31%) (RFA, 2021).

O Etanol vem sendo usado como combustivel por muitos anos, e particularmente no
Brasil, desde 1925 (Leite, 2008). Sua producao a partir da fermentagao realizada por leveduras da
espécie Saccharomyces cerevisiae cresceu muito ao longo das décadas e apresenta uma grande
importancia ambiental devido ao seu carater sustentavel. O processo de fermentac@o consiste na
conversdo de acucar proveniente de materiais como cana de agucar e milho em etanol, portanto, o
CO2 liberado na queima desse combustivel é reabsorvido por essas plantas que servem de matéria
prima para sua produgdo, o que torna o etanol menos poluente do que gasolina, por exemplo
(Lopes, 2016).

A produgdo brasileira é altamente competitiva quando comparada ao milho e a beterraba
sacarina da producdo nos Estados Unidos e na Europa, respectivamente (Goldemberg, 2008). No
entanto, apesar das vantagens da cana-de-aglicar, o Brasil ndo é autossuficiente em producdo de



etanol e o preco do combustivel no mercado apresenta grandes oscilagdes durante o ano,
principalmente na baixa temporada (Eckert et al, 2018). Devido a isso, nos ultimos anos, tem
havido fortes investimentos para ampliar a utilizagdo do milho na produgdo de etanol brasileiro.

O etanol de milho tem crescido principalmente na regido centro-oeste do pais. Em 2015,
segundo dados da Agéncia Nacional do Petréleo (ANP) o etanol de milho correspondia a 0,4% da
producao total do etanol brasileiro, na temporada 2020/21 o percentual chegou a 9%, e as projecdes
da Unem (Unido Nacional do Etanol de Milho) apontam para 20% em 2028 (Unem, 2020).

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho, alcangando uma producdo
aproximada de 100 milhdes de toneladas na safra 2018/2019, sendo o centro-oeste o principal
produtor (CONAB, 2019). O crescimento se da principalmente pela pratica de plantio chamada de
segunda-safra. Aproveitando essa oportunidade, usinas de grande porte de etanol de milho vém
sendo instaladas. As primeiras usinas a operarem com milho para produ¢do de etanol foram
unidades “flex”, usinas tradicionais de cana-de-actcar adaptadas para também produzir a partir de
milho na entressafra. Existem também as usinas “full”, as quais sdo dedicadas exclusivamente a
produgdo a partir de milho, e as “integradas”, que possuem as duas maquinarias ¢ produzem etanol
de milho e cana-de-acticar em paralelo (Silva, 2018).

Com o intuito de contribuir com o processo de ascensdo do etanol de milho na industria
brasileira, este trabalho visa estudar a possibilidade de otimizar esse tipo de fermentagdo através da
inclusdo do reciclo de leveduras. As destilarias alcoolicas brasileiras operam com o sistema de
fermentagdo denominado “Melle-Boinot”, no qual o microrganismo ¢é reciclado por fermentagdes
consecutivas, durante toda a safra canavieira (Marques, 2004). O reciclo de leveduras permite o
uso uma maior concentragdo inicial de células, promovendo uma fermentagdo mais rapida, ja que
elas sdo reativadas por tratamento acido (Lopes, 2016). Além disso, ha outras vantagens como
menor uso de acUcar para o crescimento de células, que garante maior disponibilidade do mesmo
para producao de etanol sem aumento de custo (Lopes, 2016).

O reciclo de levedura ainda nao é empregado industrialmente na produgdo de etanol de
milho em razdo da alta concentragdo final de etanol (18% v/v), o que diminui a viabilidade celular
ao final do processo (Kumar, 2019). O estudo da reciclagem no processo de etanol de milho
torna-se de vital importancia visto seu potencial de promover fermentagdes mais rapidas,
diminuindo o custo final do processo industrial. O projeto ainda vai avaliar o comportamento de
diferentes linhagens de leveduras industrias (BG-1, SA-1 e Ethanol Red) frente ao tratamento acido
para reativacdo celular. At¢ o momento ndo existe nenhum trabalho na literatura que avalie a
viabilidade do reciclo na produgdo de etanol de milho.

OBJETIVO:

Avaliar a viabilidade do reciclo de leveduras na produgdo de etanol de milho e seu
potencial de otimizar e reduzir custos do processo.

METODOLOGIA:

Com o objetivo de avaliar a aplicabilidade do reciclo de leveduras na fermentagdo
alcoolica de milho com alta concentracdo final de etanol, foi utilizado um meio sintético de amido
que simula a concentracdo deste agticar no milho. A hidrélise do meio para conversdao do amido em
glicose foi feita com 0,015% de alfa-amilase em banho de aquecimento a 85°C e pH do meio em
5,4. Apos a hidrdlise, cada ciclo de fermentagdo ocorre, com adicdo de células com concentragdo
correspondente a OD 0,1 e 0,035% de glucoamilase, durante 72h na temperatura de 30°C e sob



agitagdo. Depois de cada ciclo, as células sdo separadas e tratadas com acido para descontaminagao
por 1h, em seguida, sdo reutilizadas em um novo ciclo. Por fim, as amostras coletadas durante os
ciclos de fermentagdo sdo analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia para quantificacdo
de etanol.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

O meio sintético de amido utilizado nos primeiros ensaios de reciclo de células simulou
uma massa inicial de milho de 30% m/m, e a menor quantidade de solido no fermentado final em
comparagdo ao meio de milho propriamente dito permitiu uma separagdo mais facil das células.
Dessa forma, os testes foram focados em avaliar se as leveduras ainda podiam ser reutilizadas
mesmo apoOs o estresse causado por uma concentracdo final de etanol superior a 12% e ao
tratamento acido em pH 2.

O primeiro reciclo foi realizado utilizando leveduras da cepa industrial brasileira BG-1
de Saccharomyces cerevisiae e, como pode ser observado no grafico abaixo, o segundo ciclo de
fermentagdo atingiu resultados similares ao primeiro, indicando que as células ainda estavam
vidveis, porém a concentragdo de etanol final em ambos os ciclos ndo chegou a 10%.
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Figura 1: Grafico da concentracdo de etanol em fungdo do tempo na fermentagdo de amido com
BG-1 (meio simulando 30% m/m de milho)

A fim de atingir uma concentrag¢do final mais alta de etanol, a concentragdo inicial de
amido foi elevada para simular um meio de 35% m/m de milho e nos proximos ensaios foram
feitos 3 ciclos subsequentes, sempre reciclando as células do ciclo anterior. Ademais, além da
BG-1, foram usadas cepas SA-1 e a norte-americana ER (ethanol red).

Como pode ser observado nos graficos abaixo, os dois primeiros ciclos com as duas
leveduras brasileiras BG-1 e SA-1 atingiram altas concentragdes de etanol, ambas acima de 13% e
com pouca ou nenhuma redugdo do primeiro ciclo para o segundo. Ja no terceiro ciclo,
observou-se uma alta reducdo de eficiéncia na fermentagdo. Estes resultados indicam que estas
leveduras possuem boa resisténcia a altas concentragdes de etanol e ao tratamento acido, porém
com redugdo de eficiéncia apos o segundo reciclo.



Ja a fermentagdo com a cepa industrial norte-americana ER atingiu uma concentracao de
etanol final proxima a 14% no primeiro ciclo, mas ndo chegou nem a 10% nos outros dois,
demonstrando uma redugdo de atividade muito maior que as cepas brasileiras.
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Figura 2: Grafico da concentracdo de etanol em fungdo do tempo na fermentacdo de amido com
BG-1 (meio simulando 35% m/m de milho)

concentragéo de etanol em fungdo do tempo na fermentagéo
de amido com SA-1
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Figura 3: Grafico da concentracdo de etanol em fungdo do tempo na fermentagdo de amido com
SA-1 (meio simulando 35% m/m de milho)
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Figura 4: Grafico da concentragdo de etanol em func¢ao do tempo na fermentacao de
amido com ER (meio simulando 35% m/m de milho)

CONCLUSAO:

Por meio desta pesquisa, pudemos perceber que a alta concentragdo final de etanol
atingida na fermentacdo de milho pode ndo ser um empecilho tdo grande quanto se acredita para o
reciclo de células, ja que foi possivel o reciclo de leveduras que chegaram a produzir etanol numa
concentracdo maior que 13%. Ademais, foi interessante notar o melhor desempenho das leveduras
brasileiras frente a levedura norte-americana, mesmo que esta Ultima seja mais usada na
fermentagdo de milho. Por fim, é importante ressaltar a necessidade da realizacdo de mais testes
deste tipo que avaliem e possivelmente reforcem a possibilidade da aplicacdo do reciclo de
leveduras para a fermenta¢ao de milho em escala industrial.
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