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1.賞NTRODUCÅo

0 Brasil possui grande destaque mundial em relapao a produ碑o de etanol, sendo

un dos palses que mais produz este biocombustivel no mundo, desta foma, este produto 6

de grande importincia para a economia tendo grande comercio de exportacao e consumo

p工6p五〇 (KOHLHEPp宣･,201 0)i

Em 1975 o prograna Pr6-Alcool intensificou a produ碑o de etanol no Brasil, desta

foma, o ninero de unidades produtoras aunentou com o objetivo de atender a demanda

de et紬ol nacional (KOHLHEPpl.,201 0)･

Dentro do processo de produ9ao de etanol, a fementa辞o 6 a etapa que possui a

menor eficiencia, podendo variar entre 85% a俺92%. Existem v証os fatores que afetam

diretanente a eficiencia da fermentapao como pH do meio fermentativo, pH do tratanento

do femento, concentrapao de substrato, tipo de levedura, presenga de bact6rias,

temperatⅧa do皿eio e 〇両os (REIS, 2016)i

A fementa確o alco61ica e un processo biol6gico no qual o dissacarideo, como a

sacarose, ou os monossacarideos, como a glicose e frutose, sao convertidos em etanol,

di6xido de carbono e energia celular. Podemos afimar que o objetivo principal deste

processo e produzir energia pa胞a celula e o di6xido de ca心ono (C02) e o et孤ol podem

ser considerados como residuos metab61icos (SANTEN, 1 996).

A fementa碕o alco61ica de nivel industrial utiliza a levedura Scrccharo7砂′ces

cerei;isiae no processo de conversao dos a印cares em etanol. 0 processo de fementa9為o

ocoFTe atrav6s de reciclo de levedura, em outras palavras, ap6s a levedura (femento)

危ment紬o subs血如o dispo血vel no meio, a mesmaさsep紬ada e重eu心lizada no processo

novamente (SANTN, 1 996)･

0 mosto utilizado na fementagao em血vel industrial 6 composto por caldo ou

melago derivados do caldo da cana de a直car. 0 mosto deve ser tratado de maneira a

elimin狐os microrga正smos c○皿amin紬tes do meio, pois os mesmos c刺s狐baixo

rendimento危me血ativo (REIS, 201 6).

As leveduras utilizadas no processo fementativo sao do tipo selecionado, ou seja,

sao leveduras que apresentaram 6timos rendimentos e foram separadas atrav6s de analise

de cariotipagem. Alem das leveduras selecionadas que sao as mais indicadas, existem as

leveduras nativas que chegan a俺o meio fementativo atrav6s do caldo da cana, por6m

apresentam rendimentos satisfat6rios e por fin, existem as leveduras selvagens que

chegam no meio fementativo e apresentan rendimentos insatisfat6rios (SANTEN, 1 996).
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A fementa碑o alco61ica com reciclo de femento cont6m vdrios processos de

tratamento que ajudan a manter o meio livre de bacterias al5m de manter a viabilidade do

femento, em outras palavras, o tratanento garante que no meio contenha uma quantidade

de celulas vivas suficientes para manter o rendimento fementativo adequndo O��%$Rﾀ

2005)

Entre os tratamentos que sao realizados no femento, a aplicapao de acido sulfurico

6 urn m6todo utilizado em todas as unidades produtoras de etanol. A adi辞o de acido

sulfurico no femento ate atingir valores de pH entre 2,4 e 3,0 durante o tratanento ajuda a

reduzir a contaninagao bacteriana alem de outros beneficios. E importante ressaltar que a

queda do pH durante o tratamento com acido sulfurico afeta diretamente a viabilidade

celular, diante disto, quarto menor o pH do meio, maior ser各a quntidade de c61ulas

m〇九as apes o廿at劃e血o (MELO, 2006)･

A utilizapao do acido durante o tratamento das celulas de levedura 6 praticamente

imprescindivel, pois e rna maneira eficiente de combater a contamina確o. No entanto,

alg皿as celulas moⅡem dma血e este processo devido ao es廿esse provocado pelo pH

reduzido (MELO, 2006). 0 tratanento com acido sulfurico at脚como un fator de sele碑o

da popula辞o de levedura, pois apenas as c61ulas que melhor se desenvolvem em meios

com pH baixos ir各o sobreviver den仕o do p○○cesso (CORACA, 20 12)

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho e avaliar a viabilidade celular ap6s o

tratanento do femento com acido sulfurico em diferentes falxas de pH com tempo de

tratanento estabelecido em dun horas.

2. MATERIAL E M血TODOS



Figura 1 - Centrifuga de femento da marca Mausa

Ap6s a batelada de fementapao, o vinho levedurado foi centrifugado e o creme de

levedura foi separado com uma concentra辞o de 63%. Esta etapa de centrifugacao tern o

objetivo de separar o vinho que se血destinado para a destilapao do creme de levedura que

s肴o as cさlulas que serao recicladas e reutilizadas novanente em outra batelada de

fementa9着o ap6s o tratamento. E importante ressaltar que a etapa de centrifugag各o

tamb6m ajuda a diminuir a contaninapao do meio, pois como as bact6rias sao menores e

mais leves que as c61ulas de levedura, esses microrganismos contaminantes acabam saindo

junto com o vinho durante a centrifuga辞o e nao retoman novanente para o processo

fermentativo.

A deteminapao da concentra9ao do creme de levedun na salda da centrifuga foi

realizada a億aves de皿a cen調節ga de b紬cada･ Adicionou-se 10 ml de creme de levedⅢa

em皿a cubeta de 10 m宣, o me正sco da cubeta ｣もi a鬼瓦do, em seg正da, adicionou-se a

cubeta contendo a amostra na centrifuga juntamente com outra cubeta contendo agua para

balancear o equipamento, a centrifuga辞o ocorreu no tempo de 5 min com 3200 RPM de

rota9ao, ap6s o procedimento Foi verificado a concentra確o do femento.

Ap6s a deteminacfb da concentrapao do creme de levedura, foran coletadas quatro

anostras de 100 mL do creme de levedura com concentra辞o de 63% e em seguida foram

diluidas para 30% atrav6s da adieao de agua tratada. A diluic5o foi feita adicionando 1 10

mL de agua em cada amostra, obtendo assim, quatro amostras de 210 mL cada com 30%

de fermento.



白impo血nte ressal血que as狐os血s fbr紬diluidas p紬a 30% pa工a que d皿紬te a

adi鋳o de acido sulfurico no creme de levedura, o contato entre a parede celular e o acido

nao seja tao intenso.

Para estas amostras, n為o foran analisados o teor alco61ico e nem o grau de infeccao

do meio, porem, foran analisadas as viabilidades das quatro amostras de femento diluido

antes da adig獄o do deido sulfurico. A analise de viabilidade foi realizada antes do

tratamento em acido sulf蘭co e depois do tratamento em acido sulfurico com o objetivo e

av血i紺se houve mo轟es das celulas de levedⅢas devido ao baixo pH do meio.

Para a detemina碑o da viabilidade celular das leveduras foi utilizada a tecnica de

colorapao com eritrosina, este m6todo e o mais utilizado nos laborat6rios das unidades

produtoras de et劃〇〇･

Primeiramente fbi pesado 0,1g de e血osina e poste五〇mente fbi diluida em loml

de agua destilada. A solugao foi amarenada em frasco ambar sem o contato da luz.

Em seguida, a solngao tampao foi preparada pesando 17,90g de Na2HP04 (acido

su胤hco) e dissolvido em 250mL de各卸a destilada (solu9肴o A) e孤azenado. Apes o

preparo da solu碑o A, foi pesado 6,89g de NaH2P04 e dissolvido em 250ml de agua

destilada (solu確o 8). Em seguida misturou-se a solu9各o A e a solu確o 8.

A solu9肴o fmal de trabalho foi preparada misturando 0,1ml de solue§o de eritrosina

com 5,0 ml de solu9努o tamp肴o (solu9努o A + 8). A solu9肴o eritrosina resultante foi

mazenada pa重a utiliz狐na紬糾ise da viabilidade･

0 procedime血o紬血itic○最〉i realizado da seguinte fbma:

Foi億狐s魚心do皿a aliquota de狐os廿a de creme de levedⅢa de 5皿L p狐a関知bo

de ensaio, em seguida adicionou-se solu碑o de papalna e a amostra descansou por 5 min

com 0 ○bietivo de des皿ocu東独as cさlulas de leveduas paraぬcilit紺a contagem･ Apes a
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a9釦da papa血a, transferiu-selmL da amostra para un tuho de ensaio e foi adicioando

neste mesmo tubo 1 mL da solngfb de trabalho eritrosina.

0 prepare da cinera de Neubauer foi realizado com - laminula de 24 x 24 mm e

foi entfo transferido a solap執o (anostra + corante) suficiente pare cobrir a ha da cinera.

As c61ulas foram contadas utilizando a objetiva de imers歓o (100x). Primeiramente foram

contadas as c6lulas que continham a colorag恥vemema, indicando que as mesus nao

eran viaveis para o processo fementativo.

0 calculo da viabilidade foi realizado utilizande a seguinte fomula:

% de c61ulas viaveis　=　　Total de c61u量as viaveis

Total de eel. Viaveis + n蚤o viaveis

Ap6s a determinapあda viabilidade, iniciou-se o tratamento com dcido sulfurico

n謎quatro anostras de creme de levedum Atravds de uma pipeta, adicionou-se acido

sulfurico PA nas anostras sobre agitag叙o ate atingir o pH estipulado para cada anostra.

Tabela 2. Potencial hidrogeni6nico das anostras de femento.
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Amostra Viatilidade (%)

A tabela 3 mostra que a viabilidade do femento antes do tratanento e de 82%, este

valor 6 altamente satisfat6rio dentro do processo fementativo a血vel industrial. E importante

lembrar que a viabilidade depende de vdrios fatores como pH, temperatura, concentra碑o de

ap竜car, contaninapao e outros.

Os valores de viabilidade das amostras ap6s o tratanento acido est奮o expostos na

tabela4.

Tabela 4. Valores de viabilidade ap6s o tratanento acido.
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4. CONCLUSÅo

De acordo com os parinetros analisados acima, fica evidenciado que quarto menor

for o pH do meio de tratanento, mais acentunda sera a queda da viabilidade do femento,

po虹anto, pode-se realizar廿a血entos com pH m壷s血tos v紺iando e血e 2,8 e 3,0 e com

isso, a assepsia pode ser c○mpensada a億aves de ou血os prod巾os como antibi6ticos ou

produtos oxid紬tes com○ 0 di6xido de clo重〇･
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