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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo principal o isolamento e a caracterizagao de
leveduras selvagens oriundas do caldo da cana-de-agucar cultivada no municipio de
Sumé, localizado no semiarido paraibano, dentro do bioma Caatinga. A proposta
incluiu a criacado de uma colecao microbiana e a selecao das linhagens com maior
produtividade fermentativa e tolerancia ao etanol, visando a comparacdao do
desempenho entre sistemas fermentativos em configuracao livre e imobilizada. Entre
setembro de 2023 e julho de 2024, foram isoladas 30 linhagens de leveduras
selvagens. Dentre estas, destacaram-se aquelas que apresentaram producao
superior a 5% (v/v) de etanol em condi¢des laboratoriais, sendo a linhagem L-SO2C
a mais eficiente, com produgéo de etanol de 5,86%. As linhagens selecionadas
foram submetidas a ensaios de tolerancia ao etanol e tiveram seu desempenho
comparado a linhagem industrial JP1. As analises estatisticas, conduzidas por meio
de ANOVA e do teste de Tukey, indicaram desempenho superior da linhagem L-SP1
em determinados parametros. As linhagens L-SP1, L-SP2 e L-SO2C, juntamente
com a linhagem JP1, foram submetidas a imobilizagdo celular e caracterizadas por
meio de Microscopia Eletrénica de Varredura, com o intuito de avaliar propriedades
fisicas. Nos ensaios de rendimento e produtividade, observou-se que a linhagem
JP1 apresentou maior eficiéncia na configuracdo livre apdés 96 horas de
fermentacdo. Em contrapartida, as linhagens L-SO2C e L-SP2 demonstraram
desempenho superior no sistema imobilizado. Destaca-se a L-SO2C, que
apresentou a maior produtividade nas primeiras seis horas de fermentacédo (3,3
g/L-h), enquanto a L-SP2 manteve desempenho consistente em ambas as
configuragbes, sendo mais eficiente na condicdo imobilizada. A utilizagdo da
configuragao imobilizada demonstrou vantagens operacionais, como a facilidade de
separacdo da biomassa do produto final, aspecto relevante para a reducdo de
custos industriais. Além disso, essa abordagem proporciona maior protecdo as
células e minimiza problemas associados a difusdo de substratos e a contaminagao
microbiana. Os resultados obtidos evidenciam o elevado potencial biotecnoldgico
das leveduras selvagens isoladas da cana-de-acucar cultivada na Caatinga para
aplicacdo na producado sustentavel de etanol. Tais achados contribuem para a
valorizacdo da biodiversidade regional como recurso estratégico em processos
industriais e para o avanco da biotecnologia voltada a producédo de biocombustiveis
renovaveis.

Palavras-chave: Produtividade fermentativa. Tolerancia ao etanol. Fermentacao
imobilizada. Produgéao sustentavel de etanol. Potencial biotecnolégico.



ABSTRACT

The primary objective of the present study was the isolation and characterisation of
wild yeast strains derived from sugarcane juice cultivated in the municipality of Sumé,
located in the semi-arid region of Paraiba, within the Caatinga biome. The study
aimed to establish a microbial collection and to select strains exhibiting high
fermentative productivity and ethanol tolerance, with a view to comparing their
performance in free and immobilised fermentation systems. Between September
2023 and July 2024, a total of 30 wild yeast strains were isolated. Among these,
those capable of producing over 5% (v/v) ethanol under laboratory conditions were of
particular interest, with strain L-SO2C emerging as the most efficient, achieving
ethanol production of 5.86%. The selected strains were subjected to ethanol
tolerance assays, and their performance was benchmarked against that of the
industrial strain JP1. Statistical analyses, conducted via ANOVA and Tukey’s test,
revealed superior performance of strain L-SP1 in specific parameters. Strains L-SP1,
L-SP2, and L-SO2C, along with strain JP1, were subsequently immobilised and
physically characterised using Scanning Electron Microscopy (SEM). In terms of yield
and productivity, strain JP1 demonstrated greater efficiency in the free-cell
configuration after 96 hours of fermentation. Conversely, strains L-SO2C and L-SP2
outperformed in the immobilised system. Notably, L-SO2C exhibited the highest
productivity within the initial six hours of fermentation (3.3 g/L-h), while L-SP2
showed consistent performance in both configurations, proving more effective under
immobilised conditions. The use of immobilised configurations presented operational
advantages, such as facilitating biomass separation from the final product—an
aspect of industrial relevance due to its potential to reduce operational costs.
Additionally, this approach offers enhanced protection to cells and mitigates issues
related to substrate diffusion and microbial contamination. The findings underscore
the high biotechnological potential of wild yeast strains isolated from sugarcane
cultivated in the Caatinga for sustainable ethanol production. These results contribute
to the valorisation of regional biodiversity as a strategic resource for industrial
processes and to the advancement of biotechnology in the field of renewable biofuel
production.

Keywords: Fermentative productivity. Ethanol tolerance. Immobilised fermentation.
Sustainable ethanol production. Biotechnological potential.
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1. INTRODUCAO

A fermentacdo tem sido uma ferramenta poderosa para melhorar as
condigdes de vida ao longo da historia. Os sumérios foram os primeiros a aplica-la,
inicialmente de uma forma acidental, revelando seu impacto na sociedade. Tempos
depois, 0s egipcios empregaram o mesmo processo fermentativo na producédo de
vinho (Verma et al., 2011; Silva, 2023). Esse processo ocorre por meio de enzimas
ou células, como leveduras, que transformam acucares em etanol e gas carbénico
(Conceigao, 2023).

As leveduras, além de ser consideradas como 0s microrganismos mais
antigos a serem explorados pela humanidade, s&o fungos unicelulares com potencial
de desenvolvimento aerdbio ou anaerdbio (Conceicdo, 2023). Uma parte dessas
leveduras é considerada como selvagens que se diferem das leveduras cultivadas e
manipuladas em laboratério e das que possuem um fim comercial. Esses
microrganismos tem aplicabilidade no meio industrial, por isso ha o interesse em
aprimorar 0s processos produtivos para aumentar a eficiéncia em contrapartida dos
gastos (Brito, 2022; Menezes et al., 2022).

Sucessivo ao crescimento da populacdo mundial em consonancia com a
busca por sustentabilidade para facilitar a vida humana, os bioprocessos envolvendo
leveduras tém ganhado destaque na producdo de biocombustiveis, como etanol.
Esse método alternativo e eficaz contribui significativamente para a reducdo da
emissao de gases poluentes provenientes da queima de combustiveis fosseis (De
Jesus, 2021; Vicente et al., 2024). Visto que os Estados Unidos juntamente com o
Brasil lideram a producdo mundial de etanol, fontes naturais sdo utilizadas como
matéria prima no meio industrial como cana-de-agucar, beterraba, trigo, mandioca e
milho (Vicente et al., 2024; Vidal, 2024).

No Brasil, apesar da crescente utilizagdo de milho, a cana-de-aglcar se
destaca como principal matéria-prima para a fabricagao de biocombustiveis, além de
colocar o pais como maior produtor dessa cultura agricola (Conab, 2024; Vidal,
2024). Em meio a producao canavieira, alguns elementos climaticos sdo importantes
quanto a maturagédo e crescimento da cana-de-acucar. Neste contexto, o bioma da
Caatinga caracterizado pelas altas temperaturas e regime pluviométrico irregular
durante o ano pode oferecer condicoes favoraveis ao cultivo desde que o plantio
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seja realizado em periodos chuvosos e o crescimento da planta ocorra apos este
periodo quando a umidade relativa do ar se mantem apropriada para tais
necessidades da cana-de-acucar (Silva, 2020; Silva et al., 2022).

Além da sua relevancia no cultivo, a producdo de biocombustiveis no Brasil
apresenta oportunidades inéditas ao explorar os recursos unicos da Caatinga como
microrganismos, em especial as leveduras selvagens. Este bioma, exclusivo do
semiarido brasileiro, ainda guarda mistérios cientificos, com cerca de 99% da
biodiversidade de leveduras permanecendo desconhecida (Silva, 2020).

A bioprospeccao de microrganismos nessas areas ricas em biodiversidade
revela um enorme potencial para a identificagcdo de novas linhagens de leveduras
selvagens com aplicagdes promissoras nos bioprocessos industriais (Brandalise et
al., 2023). Apesar disso, 0s estudos sobre essa vasta biodiversidade de

microrganismos a serem explorados ainda sao escassos na literatura.

Visando o interesse industrial e a busca pelo aperfeicoamento dos processos
produtivos, algumas técnicas tém sido empregadas para evitar o desvio de rota
metabdlica, produzir o subproduto e proteger as células da levedura durante a
fermentacao (Ortiz, 2017). Tais estudos demonstraram que a imobilizacao celular
nao apenas aumenta a produtividade e o rendimento, como também contribui para o
aumento da concentracdo celular e facilita o reciclo de células, visto que € uma
forma de evitar o contato direto da célula com o etanol (De Jesus, 2021). Uma das
maneiras de se obter essa protecéo celular € a partir do encapsulamento em matriz
porosa, como o alginato de célcio, que ao envolver as células em esferas, podem ser
utilizados em processos fermentativos mais longos (Nagashima et al., 1984; Duarte
et al., 2013).

Dessa forma, o presente trabalho visa realizar uma colecdo de leveduras
selvagens da cana-de-acucar por meio de cultivo e isolamento por diluicao,
selecionar as leveduras mais eficientes e resistentes ao etanol para que possam ser
imobilizadas em alginato de calcio e comparadas com a configuracdo livre nos
processos fermentativos, utilizando como parametro a levedura industrial JP1, em

termos de produtividade e rendimento.
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2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL
Realizar a bioprospeccao de leveduras selvagens e a selecao dos isolados
com maior producdo e tolerancia ao etanol, para andlise cinética comparativa da

fermentacao alcodlica entre leveduras livres e imobilizadas.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

o Isolar leveduras selvagens coletadas do caldo da cana-de-agucar no
municipio de Sumé-PB, situado no bioma da Caatinga.

o Selecionar leveduras selvagens com maior produgdo de etanol e testar
tolerancia ao etanol.

o Imobilizar leveduras selvagens selecionadas em Alginato de Calcio e
caracteriza-las.

o Realizar analise cinética comparativa das fermentacées em batelada com
leveduras em configuracéao livre e imobilizadas.

e Comparar rendimento e produtividade com a levedura industrial JP1.

14



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1.FERMENTACAO ALCOOLICA

O processo fermentativo € um dos bioprocessos mais antigos da humanidade,
desenvolvido inicialmente como uma forma de conservar alimentos e bebidas. Em
1850, o cientista Louis Pasteur, a partir de estudos dos microrganismos, concluiu
que a fermentagdo ocorria por meio da acdo de células como leveduras que
transformava acucar em etanol. Desde entdo, os avancgos cientificos contribuiram
para que a fermentacdo se tornasse um pilar importante para a biotecnologia
moderna, permitindo a obtencdo de produtos com valor econémico agregado
(Coutinho, 2020).

A fermentacdo alcodlica ocorre por meio da atividade enzimatica das
leveduras que, em condi¢des anaerdbias, metabolizam os agucares provenientes do
substrato presentes no mosto, resultando na producao de etanol e CO, (Alves et al.,
2020; Silva, 2022). Essas leveduras também tém a capacidade de se adaptar a
condicOes aerdbias, utilizando oxigénio para gerar energia essencial a reproducao
celular, por meio da quebra das ligacbes de carbono em uma cadeia transportadora
de elétrons. Em contraste, na auséncia de oxigénio, o consumo de agucares €
catabolizado durante um processo chamado glicolise no qual uma molécula de
glicose é convertida em duas moléculas de CO, e duas moléculas de etanol (Jacob
e Campos, 2022; Oliveira, 2022; Tenorio, 2023).

A (licolise inicia-se com a degradacdo de uma molécula de glicose,
resultando na formacgao de acido piruvico, ou piruvato, processo que utiliza a energia
proveniente de duas moléculas de ADP, convertendo-as em ATP. Posteriormente, o
piruvato € transformado em duas moléculas de CO, e duas moléculas de
acetaldeido, por meio da acdo do agente oxidante caracteristico da fermentacao
alcodlica, durante a etapa de descarboxilacdo. Por fim, as moléculas de acetaldeido
sdo reduzidas por duas moléculas de NADH, resultando na formagdo de duas
moléculas de etanol (Bailey e Ollis, 1986; Bruice, 2006; Oliveira, 2022; Tortora et al.,
2024). Na Figura 1 encontra-se a esquematizagdo do processo de fermentacdo de
etanol.
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Figura 1 — Fluxograma simplificado da fermentagéo alcodlica
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Fonte: Acervo do autor, 2025 (Figura criada com o BioRender.com).

Legenda: O fluxograma acima ilustra os principais passos da glicolise, em que a molécula de glicose
€ convertida em piruvato, gerando energia na forma de ATP a partir de ADP. Posteriormente, ocorre a
fermentagéo alcoolica, durante a qual o piruvato é convertido em etanol e CO,, enquanto o NAD+ é
regenerado para garantir a continuidade do ciclo metabdlico.

O processo de fermentacao alcodlica apresenta baixo rendimento energético,
uma vez que grande parte da energia confinada na molécula inicial de glicose
permanece armazenada no etanol, que é o produto final (Tortora et al., 2024).
Apesar do rendimento tedrico da producao de etanol ser de 0,51 g/g, esse valor
pode ser calculado por meio de estequiometria, mas nao € plenamente alcancado na
pratica devido ao consumo de uma parte dos carboidratos fermentaveis na sintese
de componentes essenciais ao material celular e na manutencdo das funcdes

fisioldgicas das leveduras (Oura, 1977).

3.2.LEVEDURAS

Os microrganismos desempenham um papel essencial na histéria da
humanidade por meio de processos fermentativos, dessa forma, sendo fungos e
bactérias particularmente relevantes para a produgédo de bioprodutos (Brito, 2022).
Esses processos, demonstrados por Pasteur, fora antes observados por Antonie van
Leeuwenhoek em 1680 durante estudos com cerveja (Miller e Reed, 1982). Dentre
esses microrganismos, as leveduras se destacam como organismos unicelulares
eucariéticos ndo filamentosos, pertencentes ao reino dos fungos que se reproduzem
de maneira assexuada por brotamento. Dependendo das condicbes de cultivo,
esses microrganismos podem apresentar formatos esféricos ou ovais, com
tamanhos que variam entre 1 a 5 micrémetros de didmetro (Araujo et al., 2023; Lima,
2023).
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Por se desenvolverem por brotamento, o nicleo da célula parental se divide
ao formar um broto em sua superficie, e conforme o desenvolver do broto um dos
nucleos se desloca juntamente com o broto ao desmembrar-se (Araujo et al., 2023).
As leveduras podem se agrupar, assim como as bactérias, formando col6nias, essas
colénias sao caracterizadas pela coloragcao branca, amarela, rosa, vermelha entre
outras. Também podem apresentar diversas texturas e bordas regulares ou
irregulares (Souza et al., 2021).

Capazes de se adaptar a condicdes aerObias e anaerdbias, as leveduras
realizam a fermentacdo para metabolizar agucares, gerando subprodutos que,
apesar de serem residuos metabdlicos para esses microrganismos, possuem ampla
utilidade para os seres humanos. Elas sdo amplamente empregadas em processos
industriais, como a producdo de bebidas alcodlicas, biocombustiveis e no
crescimento da massa do pao (Brito, 2022; Lima, 2023; Tortora et al., 2024). Do
ponto de vista comercial, as leveduras destacam-se como de grande interesse
industrial, devido as suas caracteristicas favoraveis, como o rapido crescimento em

variados substratos e o baixo risco de contaminacéo (Bellini et al., 2023).

by

Com suas caracteristicas favoraveis a industria, as leveduras demandam
estudos e pesquisas que ampliem sua disponibilidade e aprimorem suas aplicacoes
em processos industriais. Nesse contexto, a biotecnologia industrial desempenha um
papel crucial ao incentivar a bioprospecc¢éo e o isolamento de novos microrganismos
provenientes de fontes naturais como solo, plantas, frutas, vegetais ou outros
substratos organicos (Tortora et al., 2024). O isolamento e caracterizacdo de
microrganismos necessitam de especificagbes em suas analises para que haja
eficdcia ao desempenhar determinadas fungées em seus processos bioquimicos e
depois possam ser produzidas em escala laboratorial e depois industrial (Bellini et
al., 2023).

A viabilidade das leveduras é fundamental para determinar o rendimento e a
produtividade na formacao de produtos. No entanto, quando esses microrganismos
enfrentam estresse causado por contaminagdes ou por condi¢des fisico-quimicas
desfavoraveis, ocorre um declinio na producdo de compostos como o etanol. O
rendimento fermentativo de uma industria pode ser calculado pela quantidade de
produto formado na fermentacdo em consonéncia com a quantidade de substrato
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consumida no processo. Ja a produtividade pode ser calculada por meio da
quantidade de produto em determinado tempo (Jacob e Campos, 2022).

3.2.1. Leveduras Selvagens

As leveduras que se desenvolvem em ambientes naturais sdo chamadas de
leveduras selvagens. Elas se diferenciam das leveduras cultivadas em laboratério e
das comerciais, que possuem aplicagdo especifica em processos industriais. Essas
leveduras possuem capacidade de adaptacdo e eficiéncia em processos
fermentativos, caracterizando-se pela sua rapidez na fermentacdo e na

multiplicacédo, devido a sua competitividade por nutrientes (Menezes et al., 2022).

Embora ndo representem um risco intrinseco, sua presenga em processos
fermentativos controlados pode gerar impactos negativos, como a competicao por
recursos, reduc¢do no rendimento, aumento do tempo necessario para a fermentagéao
e problemas operacionais. Além disso, algumas delas podem produzir substancias
que prejudicam a funcionalidade das leveduras selecionadas para o processo. Por
isso, 0 isolamento adequado da levedura selecionada é fundamental para evitar
interferéncias e garantir a eficiéncia e a qualidade do processo fermentativo (Kronka,
2021).

Entre 1993 e 2005 foi estabelecido um programa significativo de sele¢ao de
leveduras selvagens, impulsionado pela percepcao do potencial dessas leveduras
para aplicacdo de interesse industrial. Assim como a levedura Saccharomyces
cerevisiae, amplamente reconhecida como pioneira nesse campo, a levedura JP1
também foi isolada e, atualmente, desempenha um papel importante na producao de
etanol, contribuindo para o aumento do rendimento nas usinas com sucesso (Rego-
Costa et al, 2023; Santos, 2023). Neste contexto, as leveduras selvagens
apresentam caracteristicas que proporcionam vantagens em fermenta¢des naturais,

especialmente pela elevada eficiéncia na competicao por nutrientes.

Por sua elevada agilidade e potencial fermentativo, as leveduras selvagens
apresentam grande relevancia como biocatalisadores. No entanto, para que sejam
aplicadas de forma eficiente em contextos industriais, € fundamental investir em
pesquisas voltadas para a bioprospeccao e o isolamento de novas linhagens que
atendam as demandas especificas do setor.
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3.3.ETANOL

A produgdo de etanol era inicialmente restrita a fermentacdo natural,
destinada a fabricacdo de bebidas alcodlicas. Contudo, a descoberta da técnica de
destilagdo ampliou consideravelmente suas aplicagbes. Com essa inovacao, o etanol
passou a ser utilizado como solvente quimico em diversas areas, incluindo a
formacao de cosméticos, farmacos e antissépticos na area da saude (De Jesus,
2021). Mesmo com essas novas utilidades, o alcool ndo deixou de estar presente na
industria de bebidas.

Por volta de 1925, o Brasil conseguiu a sua primeira experiéncia com etanol
combustivel, devida a introducdo das primeiras agbes de matriz energética. Em
1933, a criacdo do Instituto do Acticar e do Alcool (IAA) tornou obrigatéria a mistura
de etanol na gasolina. No entanto, foi apenas em 1975 com o langamento do
Programa Nacional do Alcool (Proalcool), que a producdo de etanol passou a ser
incentivada. A criagdo do programa foi uma resposta a Primeira Grande Crise
Petrolifera, que elevou significativamente os precos do petréleo e impactou a
economia brasileira. Com isso, buscou-se reduzir a dependéncia nacional do
petréleo importado, promovendo alternativas energéticas mais sustentaveis (De
Jesus, 2021; Vieira, 2021).

No inicio do Século XXI, o setor sucroalcooleiro do Brasil era competitivo
devido a forca do mercado interno e o grande estimulo do mercado de acgucar,
sendo que em 2003 este setor ganhou um novo impulso com a chegada dos
veiculos Flexfuel (Vieira, 2021). A preocupagdo com 0 meio ambiente impulsionou
significativamente o mercado de biocombustiveis. Neste contexto, o Brasil, devido a
sua abundancia de recursos naturais, péde aproveitar oportunidades como a adesao
ao Protocolo de Kyoto, fortalecendo sua posi¢cdo nesse setor (Soares e Zukowski
Junior, 2021).

Em 2017, foi criada a Politica Nacional de Biocombustiveis, o0 RENOVABIO,
com a finalidade de posicionar o Brasil como lider no mercado de biocombustiveis.
Atualmente, o pais ocupa o segundo lugar na produ¢do mundial de etanol, o que
contribui para a reducao na importacdo de combustiveis fésseis (Soares e Zukowski
Junior, 2021; Oliveira, 2023), e para minimizar as emissoes de gases poluentes
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causadores do efeito estufa. Recentemente, foi testado o uso da gasolina com 30%
de etanol no Brasil, demonstrando esforgos continuos em dire¢ao a sustentabilidade
(Brasil, 2025). No entanto, apesar dessa constante preocupac¢ao ambiental, ainda
persiste uma dependéncia significativa dos combustiveis fosseis, dificultando uma
equivaléncia efetiva no mercado de matriz energética (Vidal, 2024).

7

O etanol, assim como os demais biocombustiveis, é classificado em trés
geragles, diferenciadas principalmente pela matéria-prima utilizada, embora todas
dependam do processo de fermentacado alcodlica. A primeira geracao baseia-se no
uso de agucares e amido como fontes primarias, a segunda geragéo utiliza residuos
agroindustriais como o bagaco da cana-de-agucar; e a terceira faz uso de plantas
energéticas, como microalgas. No Brasil, a cana-de-acucar destaca-se como a
principal matéria-prima para a producado de etanol, sendo processada a partir do
caldo ou melago. Em contraste, paises como Estados Unidos, China e Franca,
aplicam o milho como fonte para sua produgéo (Ortiz, 2017).

O processamento do etanol é feito a partir do caldo extraido da matéria-prima
que logo é filtrado para retirada de sélidos maiores indesejaveis como areia e
fragmentos do bagaco, sendo este um processo importante para garantir um amento
da vida util dos equipamentos. O material resultante da filtragdo, conhecido como
torta de filtro, pode ser reaproveitado como adubo devido a sua riqueza em calcio e
fésforo. O caldo filtrado sera o mosto a ser fermentado (De Jesus, 2021; Oliveira,
2022).

O processo fermentativo € realizado pela acao de leveduras como a mais
comum Saccharomyces cerevisiae em condi¢des anaerdbias. O liquido resultante do
processo de fermentacao, conhecido como vinho apresenta uma baixa concentracao
de etanol. Por isso, deve ser direcionado a destilaria, onde passa por etapas de
purificacdo e desidratacdo para a obtengdo de etanol anidro. A Figura 2 apresenta
um diagrama sobre os processos de producéo de etanol.
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Figura 2 — Fluxograma simplificado da producao industrial de etanol.
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Fonte: Acervo do autor, 2025 (Figura criada com o BioRender.com).

Legenda: O fluxograma ilustra as etapas da producao industrial de etanol, partindo da matéria-prima
e seguindo para os processos de limpeza e preparacdo, moagem, fermentacdo, centrifugacao e
destilagao, até obter o etanol pronto para o uso.

3.3.1. Cana de Acucar

No Brasil, a cana-de-agucar é a principal matéria-prima utilizada na producao
de etanol, visto que esta planta chegou ao Brasil no periodo colonial e se
transformou em uma das principais culturas econdémicas. A cana-de-acglcar,
Saccharum officinarum, € uma planta de origem asiatica mais especificamente China
e india, além de regides da Oceania, como Nova Guiné. Ja no Brasil, as variedades
cultivadas atualmente sao hibridas multiespecificas (Jadoski et al., 2010; Souza,
2022).

Em sua forma nativa, a cana-de-agucar é perene, com caule em crescimento
cilindrico com folhas alternas presas em seus nés e entre nés dos colmos. E uma
planta que se multiplica assexuadamente, mas quando cultivada para fins comerciais
pode se reproduzir sexuadamente por meio de propagacao vegetativa. A cana-de-
acucar é amplamente cultivada em regides subtropicais e tropicais, abrangendo mais
de 90 paises. Cada ciclo vegetativo da planta requer precipitacao pluviométrica entre
1500 a 2500 mm. Sendo uma planta perene, a cana-de-agucar é capaz de suportar
varios ciclos produtivos (Jadoski et al., 2010; Silva, 2019; Souza, 2022). A Figura 3
apresenta o ciclo fenoldégico de desenvolvimento da cana-de-acucar.

21



Figura 3 — Estagios de desenvolvimento da cana-de-agucar.
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Legenda: Os estagios de desenvolvimento da cana-de-agucar abrangem desde a brotacdo até a
maturagdo, com destaque para o perfilhamento, crescimento dos colmos, formacdo das folhas e
acumulo de sacarose antes da colheita.

A regidao Centro-Oeste destacou-se na producao de matéria-prima voltada
para a producdo de etanol, expandindo nao apenas o cultivo de cana-de-agucar,
mas também o de milho (De Jesus, 2021; Conab, 2024; Vidal, 2024). Embora a
cana-de-agucar apresente teores de sacarose entre 10% e 18% e alta produtividade
por hectare, seu rendimento energético € considerado baixo. Por outro lado, o milho
se destaca pela possibilidade de estocagem da matéria-prima, caracteristica que
viabiliza a produg&o de biocombustiveis durante o periodo de entressafra da cana
(Souza, 2022; Vidal, 2024).

A cana-de-agucar quando atinge o apice de crescimento e maturacao, por
volta de 12 a 18 meses, € colhida e logo encaminhada a usina, onde sera limpa das
impurezas para realizar a extracdo do caldo (Figura 2). Entre a colheita e a chegada
da usina, ndo se deve demorar mais de 24 horas para evitar perdas da qualidade e
acucares (Silva, 2019; De Jesus, 2021; Oliveira, 2022).

Com a expanséao das usinas sucroalcooleiras, a producao de cana-de-agucar
no Estado da Paraiba apresentou um crescimento significativo, posicionando-o como
o segundo maior produtor do Nordeste, ficando atrds apenas de Alagoas (Silva,

2019; Ibge, 2023; Wanderley, 2024). Neste contexto, o clima semiarido e o bioma da
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Caatinga tém desempenhado um papel relevante, contribuindo para a geracao de
matéria-prima destinada a producao de etanol.

No entanto, em regides de clima mais seco, a irrigagao torna-se essencial
para garantir a produtividade da cultura, visto que a cana-de-agucar requer um
volume adequado de agua para seu desenvolvimento (Resende et al., 2021). Além
disso, a variedade conhecida como cana caiana tem se destacado por sua
adaptacao a essas condi¢coes adversas, permitindo melhor aproveitamento em areas
menos umidas (Miranda e Bispo, 2022). O periodo de safra na regiao também
influencia diretamente na qualidade e rendimento da producdo, sendo fundamental
em planejamento eficiente para otimizar o cultivo e a colheita conforme as variagbes

climaticas sazonais (Embrapa, 2022b).

3.4.CAATINGA

O Brasil é considerado como um dos paises mais ricos em biodiversidade do
mundo, abrigando uma ampla variedade de ecossistemas, como as areas alagadas
do Pantanal, as savanas do Cerrado, as florestas tropicais Umidas da Amazénia e da
Mata Atlantica, as pastagens dos Pampas e as florestas tropicais sazonalmente
secas da Caatinga (Melo et al., 2023). Este ultimo bioma, exclusivo do semiarido
brasileiro, esta localizado majoritariamente na regido Nordeste e se destaca pelo
clima tropical semiarido, com baixa disponibilidade hidrica, além de possuir grande
relevancia biolégica e econémica (Silva et al., 2022; Dos Reis et al., 2023). O bioma
da Caatinga ocupa uma &rea de aproximadamente 1.182.697 km?, representando
14% do territorio brasileiro e 76% da regidao Nordeste conforme apresentado na
Figura 4 (Macedo et al., 2023).

23



Figura 4 — Mapa do bioma Caatinga
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Legenda: A imagem ilustra por meio de um recorte do mapa do Brasil, 0 semiarido marcado pela linha
vermelha e o bioma da Caatinga colorido em bege.

A Caatinga caracteriza-se como um ambiente sujeito a longos periodos de
seca, praticas de extrativismo vegetal, agricultura rudimentar e processos erosivos
decorrentes da intensificagdo da pecuaria. O nome “Caatinga” tem origem na lingua
Tupi-Guarani e significa “mata ou floresta branca” em referéncia a queda das folhas
que ocorre durante a estacao de seca (Silva, 2020). Devido a essas caracteristicas
Unicas e exclusivas, o bioma abriga uma biodiversidade rica e peculiar, incluindo
espécies endémicas. Aléem disso, muitos microrganismos presentes na Caatinga
possuem potencial para atender as necessidades humanas em diversas areas (Dos
Reis et al., 2023).

Em contraste com a Caatinga, a produgdo de cana-de-agucar no Nordeste
tem registrado crescimento devido a crescente demanda de biocombustiveis
(Almeida, 2024). Contudo, o cultivo da cana enfrenta desafios relacionados ao clima,
uma vez que essa cultura necessita de aproximadamente 1500 a 2500 mm de agua
por ano, enquanto a média anual de precipitacdo na regido Nordeste é inferior a

1000 mm (Silva, 2019). No entanto, a irregularidade das chuvas ao longo do ano
24



pode ser aproveitada para suprir parte dessa necessidade hidrica. Especificamente
na Paraiba, no municipio de Sumé os meses de Fevereiro e Margo concentram
maior incidéncia de chuvas como mostra a Figura 5, favorecendo o plantio de cana-
de-acucar e a colheita entre os meses de Novembro e Abril (Embrapa, 2022a). Além
disso, o0 periodo pds-chuvas apresenta condi¢des ideais de umidade relativa do ar
para o desenvolvimento adequado da cultura (Silva, 2019).

Figura 5 — Precipitacdo no municipio de Sumé no periodo do estudo
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Legenda: Grafico da precipitagdo no municipio de Sumé durante o periodo de construgao da colegao
de leveduras por meio de coleta, correspondendo a Agosto de 2023 até Julho de 2024.

Embora a Caatinga seja conhecida por sua vegetacado exclusiva, o bioma
também abriga uma significativa diversidade de microrganismos, como leveduras,
cujo potencial biotecnoldgico permanece quase inexplorado (Macédo, 2022; Rosa et
al., 2023). Além dos fatores climaticos e das caracteristicas da regido, a presencga de
cana-de-agUcar, rica em sacarose, proporciona um ambiente favoravel para o
desenvolvimento dessas leveduras. Estima-se que cerca de 99% da biodiversidade
de leveduras na América Latina ainda seja desconhecida, o que destaca a
necessidade de estudos mais aprofundados. A dispersao desses microrganismos no
solo e nas plantas pode ser facilitada por insetos, por meio do vento e também por
aves, fortalecendo as perspectivas de bioprospeccdo de novas leveduras no bioma
da Caatinga (Silva, 2020; Rosa et al., 2023).

3.5.BIOPROSPECCAO
A bioprospecgéo pode ser considerada como busca sistematica, classificagcao
e investigacao de novos materiais bioldgicos ou compostos organicos presentes em
microrganismos, planta e animais que possam ter potencial e valor econdémico
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(Sousa et al., 2013; Marques et al., 2022). A humanidade tem explorado os recursos
naturais desde os primérdios da civilizacdo, portanto, a bioprospeccdo ndo € um
conceito atual (Cavalcante et al., 2022).

A partir da biodiversidade, a bioprospec¢ao consegue recorrer aos recursos
naturais e desenvolver produtos que sejam uteis para a humanidade (Marques et al.,
2022). Varias areas conseguem ser beneficiadas pela bioprospecgdo como a
quimica, saude, industria cosmética, farmacéutica, agricultura, entre outras.
Bioprocessos como biorremediacdo, biomonitoramento e fermentagcdo podem ser
destacados como participantes de bioprospeccdo, pois se enquadra em um
fundamento dos bioprocessos, a busca pelo microrganismo ideal (Cavalcante et al.,
2022).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a identificacdo
de leveduras baseia-se principalmente em caracteristicas fisiolégicas, uma vez que
sua morfologia é limitada e ndo oferece distingao significativa entre géneros. Além
disso, muitos fendtipos bioldgicos ainda carecem de uma descricao detalhada de
seus componentes genéticos (Silva et al., 2022). Neste contexto, abordagens
baseadas no cultivo revelam-se mais eficientes do que métodos exclusivamente
quando combinadas com testes fermentativos e de tolerancia ao etanol para

explorar e identificar novas caracteristicas dessas leveduras.

As leveduras selvagens, por sua vez, tém recebido pouca atencdo em
estudos de bioprospeccao, com grande parte das pesquisas focadas na producao de
bebidas alcodlicas. Assim, a bioprospeccdo de leveduras selvagens destaca-se
como uma area promissora para a descoberta de novos microrganismos com
potencial interesse industrial, ampliando as possibilidades de aplicagdo
biotecnoldgica.

Sob a otica da Engenharia de Bioprocessos, o processo fermentativo esta
intrinsecamente ligado ao desenvolvimento de estratégias que otimizem a producéao.
Essa busca por eficiéncia fundamenta-se nos quatro pilares da fermentagao:
microrganismos, substrato, condigdes operacionais e recuperagcao do produto,
elementos essenciais para alcancar maior rendimento e viabilidade industrial (Alves
et. al., 2020). Dessa forma, a bioprospeccao de leveduras emerge como um passo
estratégico no avancgo do setor biotecnolégico.
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3.6.BIOPROCESSOS

Os bioprocessos sao operacdes realizadas por agentes bioldgicos que
emergiram como uma tecnologia promissora, destacando-se como uma alternativa
sustentavel e inovadora para diversas aplicagdes industriais e cientificas (Sousa et
al., 2013; Cardozo, 2023). Uma grande parte dos estudos na area de bioprocessos
envolve a compreensdo do mecanismo de producdo, para se escolher o
biocatalizador ideal, as condicbes ambientais mais adequadas para se obter um
rendimento melhor e a busca por recursos mais favoraveis economicamente (Alves
et al., 2020).

Os bioprocessos podem-se ser divididos em trés estagios, como apresentado
na Figura 6. O primeiro estagio consiste nas etapas de preparacdo da matéria-prima
(substrato) antes de sua transformacdo, caracterizando 0S processos Como
upstream. O segundo estagio envolve a conversdo do substrato em produto final,
geralmente realizada em um biorreator. Por fim, o terceiro estagio corresponde as
etapas subsequentes a transformacao, denominadas processos downstream (Silva,
2022). Diversos residuos industriais tém sido utilizados como substrato em
diferentes bioprocessos, resultando na produgédo de moléculas com elevado valor
econdmico como o etanol (Sousa et al., 2013).

Figura 6 — Etapas fundamentais de um bioprocesso.

Upstream Process
Preparo de meio; Esterilizac&o

£l . "\

Biorreator

/

Substrato

+

Agente bioldgico

l CondicBes Ambientais 6timas

Downstream Process
Separacdo de células; Purificacio de produto

Fonte: Pereira Jr et al., 2008.

Legenda: O bioprocesso ocorre em trés estagios principais: o Upstream Process que prepara para a
transformagéao; o biorreator, onde a transformagao acontece e Downstream Process que realiza os
procedimentos apds a transformagéo.
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Segundo Pereira Jr et. al. (2008), existem algumas “pegas-chaves” na
otimizacdo de Bioprocessos como Modelagem e Simulacdo, Instrumentacdo e
Controle, assim como a Engenharia Bioguimica que auxilia na compreensao do
biocatalizador. Dessa forma, a Engenharia, quando unida aos Bioprocessos,
encaminha as ideias biotecnoldgicas executadas por meio de bioprocessos a um
nivel comercial. Assim a Engenharia de Bioprocessos se apresenta como uma area
de grande potencial para os avancos tecnologicos visando a sustentabilidade em

meio ao setor produtivo (Cardozo, 2023).

Para poder desenvolver um bioprocesso € necessario seguir alguns passos
como selecdo e melhoramento de linhagens de microrganismos, aprimoramento de
meio de cultura, experimentos em biorreatores de niveis laboratoriais, avaliagdo em
escala piloto e consequentemente, pesquisas e aplicacbes do aumento de escala.
Alguns estudos complementam neste desenvolvimento como Engenharia
Metabolica, fenbmenos de inducéo, inativacdo de determinadas células e enzimas
por meio de técnicas de imobilizacdo que reduz o uso de aparelhos de custo elevado
(Pereira Jr et al., 2008). Deste modo, os bioprocessos precisam ser reavaliados com
certa constancia para aperfeicoar o desempenho lucrativo e as inovagdes
tecnoldgicas (Alves et al., 2020).

3.7.IMOBILIZACAO CELULAR
De acordo com a 12 Conferéncia em Engenharia de Enzimas, realizada em
1971 na cidade de Henniker, nos Estados Unidos, os biocatalisadores imobilizados
sao catalisadores, como enzimas ou células vivas, confinados fisicamente em uma
regidao especificas. Essa caracteristica permite a retencdo de suas atividades
cataliticas, possibilitando seu uso repetitivo ou a aplicagdo em processos continuos
tanto em escala laboratorial quanto industrial. Imobilizacdo, de modo geral, pode ser
compreendida como aprisionamento de um microrganismo ou enzima em uma
matriz selecionada com funcdo de suporte e que possua certa porosidade como
géis, pectina, crisdlita, residuos agroindustriais, materiais ceramicos entre outros
(Covizzi et al., 2007; Lima, 2019).

O procedimento de imobilizagdo apresenta potencial para reducdo de
custos, possibilitando processos mais econémicos devido ao reaproveitamento dos
microrganismos e a diminuicdo na geracado de residuos (Kovaleski et al., 2020).

Outro aspecto relevante é que o revestimento celular pode melhorar o rendimento do
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processo fermentativo, fornecendo protecdo as células contra altas concentragbes
de substrato, metabdlitos toxicos produzidos por bactérias contaminantes e o préprio
etanol (De Jesus, 2021).

A utilizacado de biocatalisadores especificos caracteriza 0os processos como
bioprocessos industriais. Desse modo, a imobilizacdo tem ganhado destaque como
uma técnica inovadora e amplamente estudada, demonstrando grande potencial
para atender as demandas industriais e aumentar a produtividade (Coutinho, 2020;
Rosa et al., 2021). Este sistema oferece vantagens significativas, como a protecéao
das células contra forcas de cisalhamento e a simplificagdo da separagdo da
biomassa do produto final, eliminando a necessidade do uso de centrifugas
(Coutinho, 2020). Além disso, a imobilizacao minimiza de difusao celular, o que torna
possivel a aplicacao de biorreatores de leito fluidizado de maneira eficiente(Oliveira,
2021).

A célula imobilizada tende a realizar 0 mesmo processo que ocorre na
configuragao livre (Ortiz, 2017). As células podem ser revestidas por meios naturais
ou artificiais, a matriz imobilizante impede o movimento das células independente do
meio ao seu redor (Kovaleski et al., 2020). Esta matriz deve conter uma ampla area
superficial para que as células se reproduzam, realize trocas gasosas, adsorva o
substrato e libere o produto. Também € importante que a matriz ndo degrade e
possua uma boa estabilidade econdmica para que seja eficaz ao realizar
bioprocessos (De Jesus, 2021).

Existem duas maneiras de se imobilizar uma célula, a natural e a artificial. A
imobilizacdo natural ocorre por meio de interacbes eletrostaticas de adsorcao
microbiana em matriz natural. Ja o método artificial ocorre por meio da fixacdo das
células por encapsulamento em matriz porosa (Covizzi et al., 2007). Um dos
suportes mais utilizados na imobilizagdo celular é o alginato. Este é um copolimero
linear que pertence a um grupo de polissacarideos que pode ser extraido da parede
celular de algas marinhas (Ortiz, 2017).

O alginato de calcio € um material de baixo custo, simples e nao téxico, além
de apresentar uma metodologia simples como relatada pelo grupo de pesquisa

(Duarte et al., 2013), no qual o alginato de sédio é misturado com as células de
leveduras e gotejado em cloreto de calcio. A polimerizagcdo do alginato de célcio
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ocorre por meio de ligagdes ibnicas nas quais o ion sédio do alginato é trocado pelo
ion calcio do carbonato sem precisar de alteragcdes de temperatura, pH e pressao
osmotica, permitindo a viabilidade celular ao formar matriz porosa e homogénea (De
Jesus, 2021; Rosa et al., 2021).
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4. METODOLOGIA

Os procedimentos descritos foram conduzidos sob condicbes de assepsia,
utiizando Cabine de Seguranga Biologica. Os experimentos foram realizados no
laboratério de Biotecnologia da UFCG, localizado no Campus CDSA situado no
municipio de Sumé — PB com coordenadas 7° 40’ 19” S, 36° 52’ 54” W, distante 264
km da capital da Paraiba, Jodo Pessoa.

4.1.CONSTRUCAO DA COLECAO DE LEVEDURAS SELVAGENS
Foram realizadas coletas de caldo de cana no periodo entre setembro de

2023 a julho de 2024 em pontos de venda no municipio de Sumé — PB. Os locais de
venda de caldo de cana identificados foram limitados, mas ainda assim foi possivel
coletar amostras diferentes, devido a variedade de produtores de cana-de-agucar
disponiveis. Observou-se que os vendedores de caldo de cana frequentemente
alternam seus fornecedores a cada compra, uma vez que 0s produtores
comercializam suas safras em periodos especificos. Durante os intervalos entre as
safras, os vendedores necessitam buscar novos fornecedores para atender a

demanda por cana.

A troca frequente de fornecedores de cana-de-acucar contribuiu para a
diversificacdo na coleta de caldo de cana. Mesmo nos casos em que OS
fornecedores se repetiram, os diferentes fatores climaticos ao longo do ano
permitiram a analise da influéncia das varia¢des climaticas, incluindo o impacto das
condigcdes especificas do clima da Caatinga tanto no cultivo cana-de-aglcar quanto

no desenvolvimento das leveduras.

4.1.1. Cultivo das leveduras

Apés as coletas de caldo de cana, foi separada uma aliquota de cada caldo e
colocadas em erlenmeyer por 24 horas. O restante do caldo foi autoclavado nas
condicdes de 121°C a 1atm por 15 minutos e depois filtrado para retirada de células
mortas e por fim ser utilizado no meio de cultura com 0,6 % de agar e novamente
autoclavado nas mesmas condigbes. Este caldo possui 0s nutrientes necessarios

para o cultivo das leveduras (Jacob e Campos, 2022).

Cada aliquota foi centrifugada a 1300 rpm por 5 minutos e depois levada ao
fluxo laminar juntamente com o meio de cultura e as placas de Petri também

previamente autoclavadas. Foram adicionadas 500 mg de amoxicilina ao meio de
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cultura. Em seguida, foram transferidos 20 mL em placas para que enduregca. O
inoculo foi preparado apdés a remocdo do sobrenadante, sendo suspenso em
solucdo salina 0,9 %. Posteriormente, com auxilio de alcas de inoculacéao
descartaveis, foi cuidadosamente transferido para o meio previamente solidificado.

As placas com o in6culo foram vedadas com plastico filme e identificadas
conforme a coleta e a sequéncia de placas para ser levada a estufa a 37°C por 24
horas ou até que fosse realizada a visualizagcdo microscopica das leveduras por

meio do preparo de laminas.

4.1.2. Isolamento e Armazenamento

Para que fosse possivel realizar o isolamento das leveduras selvagens, as
coldnias proliferadas (Figura 7) foram transferidas a cabine de seguranca bioldgica,
para serem lavadas com 500 uL de caldo de cana autoclavado e auxilio de um
bastdo de vidro. Apés a lavagem, foram retiradas 500 uL da suspensado e
transferidas a um tubo de polipropileno com capacidade de 1,5 mL contendo mais
500 pL de solugao salina 0,9 %, garantindo a preservacgao celular.

Figura 7 — Placa de Petri com in6culo proliferado.

Fonte: Autor, 2024.
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Legenda: Placa de Petri contendo meio de cultura preparado com caldo de cana filtrado e
autoclavado, suplementado com 0,6% de agar, sobre o qual foi inoculada uma populagado de
leveduras.

Apés 24 horas, laminas foram preparadas no fluxo laminar para a visualizacao
microscépica das leveduras. A solucao foi entdo diluida na proporcao de 1:10 e
incubada por mais 24 horas para uma nova andlise. Em seguida, as col6nias foram
transferidas para uma nova placa com meio de cultura, permitindo o isolamento das
leveduras. Devido a diversidade de leveduras na placa, mais de uma levedura foi

isolada por coleta.

Depois de realizado o isolamento, em um tubo cbénico de 1,5 mL, foi
adicionado 1 mL de levedura isolada acrescida de 300 uL de glicerol e levadas ao
refrigerador a -10° C. O glicerol € um crioprotetor que ajuda a estabelecer condi¢cbes
apropriadas de congelamento para as células (Peres et al., 2005).

4.2.SELECAO DE LEVEDURAS
Para determinar as leveduras com maior potencial fermentativo, foram
realizados testes especificos, com o objetivo de avaliar a capacidade de producéo
de etanol das leveduras isoladas. Esses testes permitiram selecionar as leveduras

mais eficientes para o processo fermentativo.

4.2.1. Propagacao Celular

A selecédo de leveduras foi iniciada por meio da propagacédo dos isolados,
permitindo a continuidade dos testes fermentativos. Para cada isolado, foram
utilizados 10 pL de levedura combinados com 90 pL de caldo de cana autoclavado,
sendo essa mistura transferida para tubos de 1,5 mL onde permaneceram por 24
horas. Apo6s o periodo de incubacao, foram adicionados 900 uL de caldo de cana
autoclavado, totalizando 1 mL de solucdo em cada tubo.

Apbs 24 horas, 1 mL de levedura propagada foi transferido para um tubo
cbnico de polipropileno com capacidade de 50 mL, ao qual foram adicionados 9 mL
de caldo de cana autoclavado. Apdés mais 24 horas de incubagdo, foram
acrescentados 10 mL do mesmo caldo, totalizando o volume necesséario para o
preparo do inoculo destinado aos testes fermentativos, realizados 24 horas depois.
O esquema detalhado da propagacéo esta ilustrado na Figura 8.
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Figura 8 — Propagacéao de leveduras isoladas
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Fonte: Acervo do autor, 2025 (Figura criada com o BioRender.com).

Legenda: Propagacédo de leveduras isoladas esquematizada a partir de 10 pyL até 20 mL utilizando
caldo de cana autoclavado como meio de cultivo, durante 72 horas.

4.2.2. Teste fermentativo

Para a realizacdo deste teste, foram utilizados 18 tubos cénicos de 50 mL,
permitindo a analise cinética em triplicata para cada levedura isolada, avaliadas em
seis intervalos de tempo distintos. A fermentacao foi conduzida utilizando caldo de
cana autoclavado, com sélidos sollveis ajustados a um Grau Brix de 16, por meio de

um refratdmetro analdgico, e o pH ajustado para 6,0 utilizando NaHCOs.

Em cada tubo foram adicionados 19 mL de caldo de cana autoclavado e 1 mL
de levedura propagada. Este procedimento foi realizado para cada levedura isolada
para que fosse possivel analisar CO», pH, Brix, Densidade e Biomassa em 6, 12, 24,
48, 72 e 96 horas e assim avaliar a cinética da producao de etanol pela via de CO, e
pela densidade. O esquema do teste fermentativo esta apresentado na figura 9.
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Figura 9 — Fluxograma do teste fermentativo
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Fonte: Acervo do autor, 2025 (Figura criada com o BioRender.com).

Legenda: Esquema de teste fermentativo com 20 mL de levedura isolada, distribuida em 18
erlenmeyers (1 mL) e analisada em triplicata em 6 periodos para CO,, pH, Brix, Densidade e
Biomassa.

4.2.2.1. Analise indireta da producao de etanol via CO,
Os tubos cénicos foram mantidos em condigcdes aerdbias, com a adicdo de 20
mL de amostra em tubos cénicos de 50 mL, o que permitiu a analise do CO; liberado
durante o processo (Figura 10). Inicialmente, os tubos foram pesados
individualmente e, em seguida, abertos para possibilitar a liberacdo do gas
acumulado. Apds essa etapa, os tubos foram fechados novamente e submetidos a
uma nova pesagem, garantindo a precisao das medi¢des realizadas.
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Figura 10 — Produgéo de gas carbdnico no tubo conico

Fonte: Autor, 2024.

Legenda: (a) Tubo cénico com 20 mL de caldo antes da fermentacéo. (b) O mesmo tubo cénico horas
depois de fermentado mostrando a produgao de gas carbdnico.

O valor de CO, foi obtido a partir da subtragédo de massas e depois convertido
em etanol conforme o balanco molar segundo a reagao global apresentada na
Equacéo 1:

Cy2H2,045(aq) + H,0(1) —» 4C,HsO0(aq) + 4CO,(g) (Equagéo 1)

No qual:
C12H220+1(aq) = Sacarose dissolvida em agua
H-O(l) = Agua em estado liquido
4C,H¢O(aq) = Etanol dissolvido em agua
4CO,(g) = gas carbbnico

A conversdo de massa foi realizada a partir do calculo estequiométrico em
que um grama de sacarose resulta na formacao de 0,51 gramas de géas carbénico e
0,54 gramas de etanol (Papp et al., 2016). Os valores encontrados foram convertidos
em porcentagem para que as duas vias de etanol fossem avaliadas na mesma

escala.
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4.2.2.2. Analise cinética da variacao de pH
Para avaliar o pH do caldo fermentado, foi retirada uma aliquota de cada tubo
e transferida para um béquer. O pH foi medido individualmente utilizando um

pHmetro portatil previamente calibrado com solu¢des tampao de pH 4,0 e 7,0.

4.2.2.3. Analise cinética de sdlidos soluveis
A avaliacdo de solidos soluveis (agucares) foi realizada a partir de um
refratbmetro analdgico utilizando uma gota do caldo fermentado colocada na lente
que focaliza luz e um espelho que reflete esta mesma luz em escala de Grau Brix
(Junior, 2022).

4.2.2.4. Analise cinética do teor alcodlico por ABV (Alcohol By Avalue)

A densidade foi determinada utilizando um tubo cénico de 1,5 mL.
Inicialmente, o tubo foi pesado vazio e, em seguida, recebeu 1 mL de caldo
fermentado, transferido com auxilio de uma micropipeta. Apds essa etapa, o tubo foi
novamente pesado, e a densidade foi calculada subtraindo a massa inicial do tubo.
O valor obtido da densidade (OF) foi convertido em teor de ABV, ao aplicar a
Equacdo 2 (Oura, 1977), sendo OG referente a densidade do caldo anterior ao
processo de fermentagao.

ABV = 131,25 x (0G — OF) (Equacgéao 2)

No qual:

Constante 131, 25 = Razao entre a massa de etanol produzida e a massa de CO;
liberada durante a fermentagéo

OG = Densidade relativa antes de iniciar a fermentacao

OF = Densidade relativa no momento de analise

O célculo baseia-se na relagdo entre as densidades medidas no inicio e no
final do processo, com a reducdo da densidade indicando um aumento do teor
alcodlico. Esse fenbmeno ocorre porque o consumo da glicose reduz a massa do
caldo, enquanto o etanol formado apresenta uma densidade inferior a do caldo inicial
(Lima, 2023). As densidades foram determinadas em g/mL, enquanto os valores de
ABYV foram expressos em escala percentual.

4.2.2.5. Analise cinética de Biomassa de leveduras em meio liquido
Para & analise de biomassa, inicialmente, foi pesado papel filtro qualitativo
apos ser previamente seco em estufa a 60°C por 24 horas. Em seguida, foi filtrado 1
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mL do caldo fermentado, e o papel filtro contendo o residuo foi novamente levado a
estufa, mantendo a mesma temperatura e periodo de secagem. O valor da biomassa
foi determinado subtraindo-se a massa do papel filtro inicial da massa do papel filtro

com o residuo seco apés a filtragao.

4.2.3. Teste de tolerancia ao alcool

Do ponto de vista industrial € de grande interesse que as leveduras tenham
capacidade de resistir concentracdes de etanol acima de 10%, por isso, durante o
processo de fermentacdo, a alta tolerancia nao limita o seu rendimento e
produtividade (Del Rio, 2004). As leveduras com maior producdo de etanol foram
selecionadas para realizarem o teste de tolerancia ao alcool a 0%, 10% e 15 % de
etanol e como comparativo foi utilizada a levedura industrial JP1, disponibilizado pela
usina Agroindustrial Japungu.

Os testes foram realizados utilizando caldo de cana autoclavado, padronizado
com pH ajustado para 6,0, mediante o uso de NaHCOg3 e Grau Brix ajustado para 11
com auxilio de um refratbmetro analdégico. Foram preparadas amostras das
leveduras selecionadas, bem como de seus respectivos controles, todas realizadas
em triplicada. As leveduras selecionadas foram propagadas conforme o item 4.2.1,
mas até um volume de 10 mL, sendo 1 mL transferido para cada erlenmeyer,
juntamente com 19 mL de caldo autoclavado, totalizando um volume de 20 mL em
um sistema de batelada aerada conforme apresenta a Figura 11.

Figura 11 — Sistema de batelada aerada em erlenmeyers.

Fonte: Autor, 024. o
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Legenda: O sistema de batelada em erlenmeyers com 20 mL de caldo e leveduras, tampados com
rolha de algodao hidrofébico e cobertos de TNT e elasticos para manter a aeracdo em mesa
agitadora.

Os erlenmeyers foram tampados com rolhas de algodao hidrofébico e
encaminhados a mesa agitadora a 90 rpm por 48 horas. Apds o tempo estipulado,
uma aliquota de 5 mL do caldo fermentado foi colhida de cada erlenmeyer para ser
analisado em termos de Brix, pH e biomassa. O restante do caldo foi centrifugado a
1300 rpm por 5 minutos e depois retirado 0 sobrenadante para que as leveduras
pudessem receber um novo caldo com a concentracdo de 10% de etanol, com
excecao dos controles que receberam um novo caldo sem concentracdo de etanol.
Novamente os erlenmeyers foram encaminhados a mesa agitadora nas mesmas
condicOes citadas anteriormente. O esquema apresentado se encontra ilustrado na
Figura 12.

Figura 12 — Fluxograma do teste de tolerancia ao etanol
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Fonte: Acervo do autor, 2025 (Figura criada com o BioRender.com).

Legenda: Esquema do teste de tolerdncia ao etanol, representando as etapas de andlise e a
substituicdo do caldo com diferentes concentragbes de etanol: x, na primeira troca, igual a 10 e x, na
segunda troca, igual a 15.

Os procedimentos de analises foram repetidos e dessa vez foi adicionado
15% de etanol e retornados a mesa agitadora. Apds 48 horas, as mesmas analises
foram realizadas para finalizar o procedimento.
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4.3.FERMENTACAO COM IMOBILIZACAO CELULAR

A fermentacdo deste processo foi realizada utilizando a levedura com maior
producao de etanol e com maior tolerancia ao alcool, utilizando reatores formados a
partir de garrafas de politereftalato de etileno de 250 mL ligadas a erlenmeyers como
forma de airlock, ou seja, para permitir a saida do gas e evitar contaminacao. As
tampas das garrafas foram furadas para que fosse possivel encaixar 35 cm de
mangueira de nivel com 8 mm de didmetro vedada com cola de silicone, sendo 3
reatores ligados a 1 erlenmeyer como forma de triplicata (Figura 13). As andlises
cinéticas do processo fermentativo foram analisadas em triplicata em 6, 12, 24, 48,
72 e 96 horas.

Figura 13 — Esquema dos reatores utilizados.

Fonte: Autor, 2024.

Legenda: Esquema dos reatores propostos utilizando garrafas de 250 mL com 150 mL de caldo,
conectadas em ftriplicata a um erlenmeyer com agua por meio de mangueiras de nivel. (a) Vista
frontal (b) Vista lateral.

4.3.1. Levedura Livre

As leveduras a serem utilizadas foram propagadas em até 300 mL para que
fosse possivel adicionar 15 mL de leveduras em 135 mL de caldo de cana
autoclavado, formando ao todo 150 mL de caldo em uma propor¢cao de 10% de
levedura. Uma aliquota de 20 mL foi colhida e depois filtrada para que fosse
realizada a quantificacdo da biomassa inicial em gramas por mL.
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4.3.1.1. Contagem de Leveduras
As leveduras propagadas foram centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos
para a retirada do sobrenadante. O precipitado contendo leveduras foi diluido em
solugcdo salina 0,9 % entre 5 e 15 vezes de acordo com a necessidade da
concentragao. Feita a diluicdo, uma aliquota foi colhida para ser inserido na camara
de Neubauer e com auxilio de um contador manual numérico, foi realizada a

contagem do quadrante escolhido.

4.3.2. Imobilizacao celular

Para preparar o gel, utilizou-se alginato de sédio a 3%, que foi misturado
manualmente com o auxilio de uma espatula até atingir uma textura homogénea.
Com o gel solubilizado, este permaneceu em repouso por cerca de duas horas, ou
até que ndo houvesse bolhas visiveis. Paralelamente, a solu¢do de CaCl, a 2% foi
preparada em um béquer, mantido sob agitagdo magnética suave utilizando um
bastdo magnético (Duarte et al.,, 2013). Ap6s a remocao das bolhas do gel, foram
adicionadas leveduras, previamente separadas do caldo por centrifugagdo, com
concentragdes préximas a 7x107 células por L. O gel foi, entdo, gotejado com auxilio
de uma seringa 10 mL na solugdo de CaCl, (Figura 14) e logo depois, as esferas
formadas foram transferidas para uma solugcédo de sacarose a 20% para garantir sua
hidratacao (Figura 15).

Figura 14 — Esquema de imobilizacdo e esferas ja imobilizadas.

Fonte: Autora, 2024.
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Legenda: (a) esquema de imobilizagdo a partir do gotejamento manual do gel de alginato de sédio
com leveduras na solugdo de CaCl, em agitacdo mecénica. (a) esferas formadas ap6s 0 processo
descrito anteriormente.

Figura 15 — Esferas em solugéo de sacarose.

Fonte: Autor, 2024.

Legenda: Erlenmeyer com as esferas de leveduras formadas apds imobilizagdo mantidas hidratadas
em solucao de sacarose.

O inéculo foi realizado a partir da distribuicdo equitativa das esferas nos
reatores esquematizados anteriormente com 135 mL de caldo de cana autoclavado.
Apés a fermentacao, as esferas foram pesadas para que fosse possivel obter o valor
médio de esferas nos reatores (Figura 16).
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Figura 16 — Esferas ap6s a fermentagéo.
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Fonte: Autor, 2024.

Legenda: Esferas separadas do caldo apds o periodo de fermentagdo com auxilio de uma peneira.

4.3.2.1. Caracterizagao fisica
Um total de 100 esferas foi selecionado para caracterizacao fisica, realizando-
se medicbes de didametro e peso. Para as medidas de diametro foi utilizado um
paquimetro para afericdo individualmente e depois obtida as médias, mediana,
maximo e minimo como parametros estatisticos. Depois as mesmas esferas foram
pesadas e divididas por 100 para que estes valores fossem avaliados como média
de peso de cada esfera.

4.3.2.2. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O MEV das esferas foi realizado no Laboratério de Pesquisa e
Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste CERTBIO — UFCG em colaboracgao
com o Prof. Dr. Marcus Vinicius Lia Fook e a técnica de microscopia Maria do
Socorro Lima.

As amostras foram primeiramente desidratas em estufa a 37°C até
alcancarem a completa remocado de agua. Em seguida, foi realizado o corte
transversal por meio de criofratura com nitrogénio liquido, utilizando pinca e bisturi,
garantindo a preparacao ideal do suporte. Apds a etapa de metalizagao, as amostras

foram encaminhadas para anélise microscépica.
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4.4.CINETICA DA FERMENTACAO COM LEVEDURA IMOBILIZADA
Para o acompanhamento do processo fermentativo e determinacdo dos
parametros cinéticos de pH, substrato, produto, rendimento e produtividade foi
colhida uma aliquota de 20 mL de cada reator nos tempos estipulados. A cinética da
biomassa néo foi utilizada, pois s6 seria necessario para meios comparativos entre

as leveduras livres.

4.4.1. Avaliacao cinética do pH

A andlise de pH é importante para que a industria possa realizar o controle
bacteriano e obtenha resultados positivos em relagdo ao processo fermentativo para
a formacéo do produto final, uma vez que a proliferacao de células diminui o pH do
meio (Leite, 2011). A analise cinética do pH foi realizada conforme apresentado no
item 4.2.2.2.

4.4.2. Consumo de Substrato

Os parametros de substrato foram determinados a partir da analise de solidos
soluveis por meio do Brix conforme o item 4.2.2.3 que depois foi convertido para g/L
a partir da Equacao 3 (Torres Neto et al., 2006) para determinar o valor estimado da

sacarose (Fontan et al., 2011).
S = Grau Brix x 10,13 + 1,445 (Equacéo 3)

No qual:

S = Sdlidos soluveis ou valor estimado de sacarose (sélidos sollveis) em g/L.
Grau Brix = Valor aferido de Brix no momento da analise.

4.4.3. Formacao de Produto

Para a cinética do etanol foram utilizados os mesmos parametros descritos no
item 4.2.2.4. Assim como no procedimento mencionado anteriormente, os valores
obtidos foram convertidos para g/L, permitindo determinar a formagdo de produto.
Essa conversao foi realizada conforme a Equacao 4, utilizando a regra de trés e a
conversao de ml para L.

P = w (Equagéo 4)

100

No qual:

P = Produto formado em g/L.
ABV = Valor calculado a partir das densidades aferidas em percentual.
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OG = Densidade do caldo aferido antes da fermentagédo em g/mL.

4.4.4. Rendimento e Produtividade
Para que fosse possivel encontrar os valores de rendimento, primeiramente

foi calculado o fator de conversao Yp,s que relaciona o consumo de substrato e a

formacao de produto como apresentado na Equacao 5 (Schmidell et al., 2011).

P—P,
So—S

Yp/s = (Equagéo 5)

No qual:

Yp/s = Fator de conversao do consumo de substrato em produto
P = Concentracgéo final de produto em g/L.

P, = Concentracao inicial de produto em g/L.

So = Concentragao inicial de substrato em g/L.

S = Concentragédo final de substrato em g/L.

O rendimento foi calculado utilizando o valor teérico para conversao da

sacarose em etanol, sendo este 0,54 conforme a Equacao 6:

Yp,s experimental

R =

(Equacéo 6)

Yp,s tedrico

No qual:

R = Rendimento em percentual
Yp/s Experimental = Fator de converséo adquirido pela Equagéo 5.
Yp,s Tedrico = Fator de converséo tedrico da sacarose (0,549).

Para realizar o calculo da produtividade foi utilizado o valor da quantidade de
produto formado dividido pelo tempo do processo como apresentado na Equagéo 7,
sendo o valor de Py equivalente a zero (Lopes et al., 2017).

(Equagéao 7)

No qual:

P.o.q = Produtividade em g/Lh.

P, = Concentracao de produto no inicio da fermentacao em g/L.
P = Concentragao de produto ao final da fermentagéao em g/L.

t = Tempo de fermentacdo em horas
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4.5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados estatisticos de média e desvio padrao foram calculados utilizando o
software Excel 2013. A andlise de variancia (ANOVA) one-way, acompanhada do
teste de Tukey para multiplas comparacoes, foi aplicado ao teste de tolerancia ao
etanol por meio do software Statistica 8.1. Para os testes fermentativos, incluindo a
selecdo de leveduras e a comparacao entre configuracdes livres e imobilizadas, as
médias e os desvios padrao foram apresentados em graficos plotados no software
OriginPro, versao 2024b.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.COLECAO DE LEVEDURAS SELVAGENS
Ao longo do processo de construcdo da colecdo de leveduras selvagens,
foram obtidas 9 amostras de caldo de cana, provenientes de agricultores de cana-
de-acucar. Entre essas, 3 amostras coletadas no mesmo local, porém em periodos
diferentes, enquanto as outras 6 amostras vieram de locais distintos, totalizando 7
diferentes pontos de coleta no municipio de Sumeé-PB, como apresentado na Figura
17.

Figura 17 — Plantio de cana-de-agucar e venda de caldo de cana em Sumé.

Fonte: Google Maps, 2024.

Legenda: Municipio de Sumé marcado pela linha vermelha pontilhada. Pontos de venda de caldo de
cana representados pelas marcagdes em vermelho e os locais de plantio de cana-de-aglcar em azul.

Houve crescimento de leveduras no meio de cultura que também foram
isoladas. As coletas 2, 7 e 9 sdo provenientes do mesmo local, mas em diferentes
épocas do ano e foram distinguidos com A, B e C. De cada coleta foi possivel isolar
de 2 a 4 leveduras totalizando 30 isolados como apresentado na Tabela 1. As
leveduras isoladas foram nomeadas com a letra L, representando leveduras, seguido
pela sigla do local da coleta e depois pela numeragédo de isolamento identificada no

tubo cdnico que foi armazenado no congelador.
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Tabela 1 — Nomeacao das leveduras selvagens isoladas referentes a colecao.

Isolado Coleta — Sequéncia Data
Sigla Localizacao
L-BM1 BM Bairro Mandacaru 1 Setembro/2023
L-BM2 BM Bairro Mandacaru 2 Setembro/2023
L-BM3 BM Bairro Mandacaru 3 Setembro/2023
L-SO1A SO Sitio Oitis 1A Setembro/2023
L-SO2A SO Sitio Oitis 2A Setembro/2023
L-SO3A SO Sitio Oitis 3A Setembro/2023
L-SF1 SF Sitio Feijao 1 Outubro/2023
L-SF2 SF Sitio Feijao 2 Outubro/2023
L-SF2 SF Sitio Feijao 3 Outubro/2023
L-AM1 AM  Assentamento Mandacaru 1 Novembro/2023
L-AM2  AM  Assentamento Mandacaru 2 Novembro/2023
L-AM3  AM  Assentamento Mandacaru 3 Novembro/2023
L-PX1 PX Distrito Pio X 1 Janeiro/2024
L-PX2 PX Distrito Pio X 2 Janeiro/2024
L-PX3 PX Distrito Pio X 3 Janeiro/2024
L-PX4 PX Distrito Pio X 4 Janeiro/2024
L-AC1 AC Bairro Alto da Caixa d’agua 1 Fevereiro/2024
L-AC2 AC Bairro Alto da Caixa d’agua 2 Fevereiro/2024
L-AC3  AC Bairro Alto da Caixa d’agua 3 Fevereiro/2024
L-AC4 AC Bairro Alto da Caixa d’agua 4 Fevereiro/2024
L-SO1B SO Sitio Oitis 1B Margo/2024
L-SO2B SO Sitio Oitis 2B Margo/2024
L-SO3B SO Sitio Oitis 3B Margo/2024
L-SO4B SO Sitio Oitis 4B Marco/2024
L-SP1 SP Sitio Pitombeira 1 Maio/2024
L-SP2 SP Sitio Pitombeira 2 Maio/2024
L-SO1C SO Sitio Oitis 1C Julho/2024
L-SO2C SO Sitio Oitis 2C Julho/2024
L-MC1  MC Meio de Cultura 1 Junho/2024
L-MC2 MC Meio de Cultura 2 Junho/2024

Fonte: Dados do autor, 2024.



5.2.SELECAO DE LEVEDURAS

5.2.1. Teste fermentativo

O processo de fermentacdo e andlise cinética foram divididos em 5 partes,
sendo 6 leveduras isoladas por vez. Esta etapa durou cerca de 30 dias devido a
grande quantidade de tubos cbnicos a serem analisados, totalizando 540 ensaios e

aproximadamente 16 L de caldo de cana.

Os valores médios dos parametros monitorados, sendo pH, Brix e Biomassa
(Experimentais) e as duas vias de etanol (Calculados) durante a avaliagdo da
cinética de fermentacdo para cada levedura isolada, juntamente com seus

respectivos desvios padrao, estao apresentados na figura 18.

Figura 18 — Cinética dos valores Experimentais e Calculados.
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Fonte: Autora, 2024.

Legenda: Gréaficos das médias e desvios padrao referente a avaliagdo cinética de cada levedura
isolada ao longo de 96 horas de fermentacéo, considerando pH representado linhas com circulos
verdes, Brix pelas linhas com pentagonos azuis, Biomassa (g/mL) pelas linhas com quadrados pretos,
Etanol via CO, (%) pelas linhas com quadrados invertidos roxos e Etanol via Brix (%) pelas linhas
com tridngulos vermelhos.

Com base nos gréaficos da Figura 18, verifica-se que, apés 96 horas, néo foi
possivel confirmar se as leveduras pertencem a espécie Saccharomyces cerevisiae,
devido ao baixo consumo de substrato ao longo do processo, indicando baixa
eficiéncia fermentativa. A producéo final de etanol pelas leveduras isoladas, segundo
a via CO; variou entre 0,0066% a 0,3%. Ja a producédo de etanol pela via ABV, no
mesmo periodo, apresentou variagdes significativas, entre 1,49 a 5,86%. Essa
diferenca decorre da impressao da via CO,, que é influenciada por fatores externos,
como temperatura, pressao, teor de aclicar e quantidade de oxigénio no ambiente.

Segundo Tendrio (2023) a quantidade de CO, liberada determina a eficiéncia
da transformacdo dos agucares em alcool e a qualidade do produto final, ndo a
qualidade fermentativa, pois o valor calculado ndo consegue ser alcangado devido a
necessidade das leveduras de consumo de carboidratos para seu funcionamento
(Oura, 1977). Portanto a cinética da producdo de etanol via CO. nao foi levada
adiante por motivo de imprecisdao e alto diferencial quando comparada com a

producéo de etanol via ABV.

A cinética do pH destacou a levedura L-SP2 por apresentar a menor
variacdo, com um valor final de 4,21, enquanto a levedura L-SO1A apresentou a
maior variagdo, atingindo um pH final de 3,6. Em relacdo a producado final de
biomassa, a levedura L-SO1A obteve o menor valor, com 0,0175 g/mL, enquanto a

levedura L-SO1C alcangou a maior biomassa final, com 0,0768 g/mL.
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Os picos de biomassa e as quedas acentuadas de pH ocorrem
simultaneamente ao longo de um periodo de 12 horas, em razao da intensa
atividade metabdlica das leveduras neste intervalo. Diversos fatores podem
influenciar o metabolismo das leveduras, contribuindo para a redugéo do pH durante
o processo de fermentagdo. Além disso, as leveduras apresentam baixa toleréncia a
ambientes com pH alcalino, o que reforca a relacdo entre 0 metabolismo e as
alteracoes no pH (Dias, 2024).

As leveduras isoladas destacadas em reducao de sélidos soluveis e producao
de etanol via ABV coincidiram sendo L-AM3 apresentando Brix final de 14,5 e 1,49%
de producéo de etanol, sendo esta a levedura com menor consumo de substrato e
formagéo de produto. Ja a levedura L-SO2C apresentou Brix final de 9,5 e 5,86% de
produgdo de etanol, sendo esta a levedura com maior consumo de substrato e

formacao de produto.

Apenas 4 leveduras produziram acima de 5% de etanol ficando L-SP1 com
5,25%, L-SP2 com 5,21%, L-SO2C com 5,86 e L-MC2 com 5,47%. Estas leveduras
foram coletadas entre maio e julho de 2024. Segundo (Medeiros et al., 2023) a
estacdo chuvosa registrada na regidao do Cariri paraibano é entre fevereiro e abril,
logo o periodo de coleta das leveduras com maior produgcdo de etanol foi apés a
estacdo chuvosa sendo que a cana-de-agucar necessita de alta demanda hidrica
(Silva, 2019) e os meses com maiores precipitacdes na cidade Sumé foram margo e
abril (Aesa, 2024).

De acordo com Silva (2019), o periodo registrado pelas melhores leveduras
foi marcado pela umidade relativa do ar adequada para a maturacdo da cana-de-
acucar, variando entre 45% e 65%. Em contraste, as leveduras com menor producao
de etanol foram obtidas em periodos de seca, evidenciando o impacto das
condigbes climaticas na eficiéncia fermentativa. No periodo mais chuvoso, a
levedura teria melhores condi¢gbes de desenvolvimento e, consequentemente, maior
producéo de etanol, devido ao estagio de maturacao da cana. A levedura isolada L-
SO2C, maior produtora de etanol, foi resultado da terceira coleta do mesmo local,
reforcando a influéncia do clima na adaptacdo e no desenvolvimento fermentativo

das leveduras.
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5.2.2. Tolerancia ao etanol
Para o teste de tolerancia ao etanol, apenas as leveduras com producao
acima de 5% foram avaliadas. Apenas os dados de biomassa foram utilizados como
parametro, pois com a troca de caldo o pH e o Brix se mantiveram constantes. Os

resultados estao presentes abaixo na Figura 19.

Figura 19 — Tolerancia ao etanol das leveduras indicadas pela biomassa.
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Legenda: Grafico das médias e desvios padrdo da Biomassa das leveduras, considerando
concentrac6es de etanol de 0%, 10% e 15% com trocas sequenciais a cada 48 horas ao longo de 6
dias. Os asteriscos indicam a significancia estatistica * p<0,05 e ** p<0,01 quando comparada com
levedura JP1 conforme suas concentragdes.

Conforme o grafico apresentado na Figura 18, as leveduras L-SP1 e L-SP2
apresentaram comportamento semelhante ao da levedura industrial JP1, sendo a L-
SP1 mais estavel como mostra a linha de desvio padrdo. L-SP2 apresentou valor
proximo, mas com instabilidade semelhante a JP1. Ja a levedura L-SO2C, apesar da
sua alta producao de etanol, ndo suportou altas concentracées de etanol e L-MC2
nao se mostrou eficiente durante o processo de batelada aerdbia, pois sua producao
de biomassa se manteve abaixo até mesmo quando nao havia concentragcdo de
etanol.

55



Ao comparar as leveduras com a JP1, apenas as concentracdes de 10% de
etanol apresentaram diferencas estatisticamente significativas, com niveis de
confianga de 90% e 95%. As leveduras L-SP1 e L-SO2C mostraram diferencas
significativas com p <0,05, sendo que L-SO2C apresentou maior significado com
p<0,01, indicando que suas biomassas foram significativamente menores em relagéo
a JP1 e, assim, uma diferenca estatisticamente negativa. J4 a levedura L-SP2,
apresentou valores elevados de biomassa, enquanto L-MC2 ndo demonstrou
diferencas estatisticas significativas em nenhuma das analises, ou seja, seus
resultados ndo se diferenciam de maneira confiavel do padrdo JP1 nos tratamentos
avaliados. Neste contexto, as biomassas que apresentaram diferencas estatisticas
foram inferiores a da JP1, enquanto os tratamentos sem variacdo ndo mostraram

distingbes relevantes.

De acordo com os resultados obtidos, as leveduras L-SP1 e L-SP2,
provenientes da coleta realizada no Sitio Pitombeira, destacaram-se como as
melhores da colecao, indicando que esse local possui as condicoes mais favoraveis
para a produgao de cana-de-agucar. Embora, sitio Oitis também apresente potencial
como um bom local de coleta, sua eficiéncia depende das condigdes climaticas. No
Sitio Pitombeira, ndo foram realizadas coletas em outras épocas do ano para avaliar
a influéncia das variagdes climéaticas no desempenho das leveduras.

5.3.FERMENTACAO COM IMOBILIZACAO CELULAR
As leveduras selecionadas para esta etapa foram L-SO2C por apresentar
maior producao de etanol, apesar de n&o resistir a maiores concentragdes de etanol,
e L-SP1 e L-SP2 por apresentarem maior tolerancia ao etanol. A levedura L-MC2
nao foi selecionada devida a resposta negativa ao teste de tolerancia ao etanol
quando comparada com a JP1. Este processo teve duracdo de aproximadamente 5
semanas e utilizando um total de 20 Litros de caldo de cana na propagacao € nos

reatores.

5.3.1. Caracterizacao das leveduras
Antes do processo de imobilizacdo, as leveduras foram previamente
caracterizadas e os resultados referentes ao numero de células e a biomassa estéao

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Caracterizacao das leveduras

Levedura N2 de células por L Biomassa (g/L)
JP1 6,94x10’ 4,75
L-SP1 6,75x10’ 5,51
L-SP2 6,97x10’ 3,44
L-SO2C 6,87x10’ 6,47

Fonte: Acervo do autor, 2025.

5.3.2. Caracterizacao das esferas
Na Tabela 3 encontram-se as medidas do didmetro das esferas, incluindo
estatisticas como média, mediana, valor maximo e valor minimo, como também a

média das massas de esferas por reator, que foram pesadas apos a fermentacao.

Tabela 3 — Anélise das esferas

Levedura Diametro (mm) Média de massa
Média Mediana Minimo Maximo por reator (g)
JP1 3,72 3,6 29 5,1 6,79
L-SP1 3,47 3,7 2,7 5,3 8,13
L-SP2 3,51 3,4 2,4 4,6 6,88
L-SO2C 4,07 4.1 3,0 5,3 8,61

Fonte: Acervo do autor, 2025.

5.3.3. Visualizacao das esferas em MEV

A partir da Microscopia Eletrénica de Varredura foi possivel observar algumas
estruturas como das leveduras ou agrupamento das leveduras aprisionadas na
matriz de alginato de calcio (Figura 19) e até mesmo no corte transversal das
esferas (Figura 20).
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Figura 20 — MEV da superficie das esferas em 1000x
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Legenda: Imagens da Microscopia Eletrénica de Varredura das esferas resultantes da imobilizagao
em alginato de calcio das leveduras JP1 (a), L-SP1 (b), L-SP2 (c) e L-SO2C (d) ampliadas em 1000x.
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Figura 21 — MEV do corte transversal das esferas em 1000x
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Legenda: Imagens da Microscopia Eletrénica de Varredura do corte transversal das esferas
imobilizadas das leveduras JP1 (a), L-SP1 (b), L-SP2 (c) e L-SO2C (d) ampliadas em 1000x.

Com base nas imagens analisadas, observa-se que no corte transversal da
esfera JP1 ndo foram identificadas leveduras, e a superficie apresenta estruturas
semelhantes a cristais. A esfera L-SP1 exibiu estruturas granuladas maiores em
comparacao as demais, e alguns pontos de levedura foram visiveis em seu corte. Na
esfera L-SP2, os granulos na superficie sdo menores do que os granulos da L-SP1,
embora o corte tenha apresentado caracteristicas semelhantes. Ja a esfera L-SO2C
apresentou granulos menores, em maior quantidade, e o corte apresentou aspectos

bastante similares a sua superficie.

5.3.4. Fermentacao com levedura imobilizada
A quantidade de substrato, representada por sélidos sollveis, aumentou 0s

resultados de rendimento devido a auséncia da quantificagdo individual dos
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carboidratos do caldo, como sacarose ou glicose. Assim, os valores do fator de

conversdao ficaram mais elevados, o que também impactou os calculos de

rendimento. Os valores iniciais foram definidos como 153,39 g/L para substrato, o pH

ajustado em 6,0. Os graficos da cinética referente ao consumo de substrato e

formacao de produto e os valores calculados de rendimento e produtividade estao

representados na Figura 22.

Figura 22 — Cinética da fermentagéo das leveduras em configuragéo livre e
imobilizada.
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Legenda: Graficos de médias e desvios padrdo, comparando a cinética de cada levedura em
configuragdes livre (a esquerda) e imobilizada (a direita). O rendimento é representado pelas barras
cinza, a produtividade (g/Lh) pelas barras pretas, o consumo de agucar (g/L) pelas linhas com curvas
suavizadas e circulos azuis, a produgdo de etanol (g/L) pelas linhas com curvas suavizadas e
triangulos vermelhos e a diminuicao do pH com curvas suavizadas e pentagonos verdes.

Apos 96 horas de fermentagdo a levedura industrial JP1 foi a Unica a
apresentar maior rendimento na configuracao livre. Isso ocorreu porque 0 consumo
de substrato (sélidos soluveis) foi menor e a producdo de etanol foi maior. Em
contraste, as outras leveduras mostraram rendimentos superiores na configuracéo
imobilizada. A JP1, na configuracdo livre apresentou valores constantes, além de
menor consumo de substrato, atingindo 133,81 g/L, além de exibir menor variagao
de pH chegando a 4,37 e 2,46 na configuragdo imobilizada. Ap6s 6 horas, a
produtividade foi de 1,82 g/Lh, enquanto na configuracdo imobilizada foi de 0,36
g/Lh. Apds 12 horas, esse cenario se inverteu, com a configuracao livre registrando
1,104 g/Lh e a imobilizada alcangando 2,135 g/Lh.

Ja a levedura L-SP1 apresentou os menores valores de rendimento e
produtividade, principalmente na configuragao livre, no qual a producéo de etanol ao
final das 96 horas foi a mais baixa, alcancando apenas 55,837 g/L, apesar do
consumo de agucar nao ter sido menor. Na configuracdo imobilizada, apds 24 horas,
houve um pico de rendimento e produtividade, com valores de 116,66% e 2,48 g/Lh
respectivamente. Em contraste, a configuracdo livre manteve-se mais constante ao
longo do tempo. Quanto ao pH, exibiu menor diferencial entre as configuracdes livre
e imobilizada, entretanto, na configuragao livre atingiu um pH de 3,21, 0 menor entre

todas as leveduras livres.

Ja a levedura L-SP2 mostrou-se mais eficiente na configuragcdo imobilizada,
apresentando valores de rendimento e produtividade levemente superiores, embora
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semelhantes aos da configuracéo livre, com picos equivalentes. Essa configuracao
exibiu um pH de 2,27, valor semelhante a JP1 sob mesma condicdo além de
alcancar a maior producao de etanol, atingindo 151,5 g/L e uma produtividade de
1,58 g/Lh ao final das 96 horas.

A levedura L-SO2C demonstrou maior eficiéncia na configuragéo imobilizada,
destacando-se principalmente nas primeiras 6 horas, durante as quais alcangou a
maior produtividade entre todas as leveduras e configuragdes, atingindo 3,3 g/Lh.
Nesse periodo, a producdo de etanol foi de 19,78 g/L, enquanto ao final das 96
horas, sua producdo totalizou 115,63 g/L. Além disso, a configuragdo livre
apresentou um pico de produtividade de 2,15 g/Lh em 12 horas. Apds esse pico, 0s
valores mantiveram-se préximos a um nivel constante. Esta levedura exibiu o maior
diferencial de pH final entre as duas configuracbes, com valores na configuracao

livre 4,24 e 1,62 na imobilizada.

Ao comparar as caracterizagcbes fisicas das esferas na configuracao
imobilizada, observa-se que a biomassa e a massa das esferas por reator das
leveduras L-SP1 e L-SO2C foram similares e superiores as da JP1 e L-SP2.
Contudo, apesar das caracterizacoes fisicas semelhantes, a levedura L-SO2C foi
eficiente, enquanto a L-SP1 n&o apresentou o mesmo desempenho. Ja a levedura L-
SP2, mesmo com esferas de menor massa, demonstrou eficiéncia no processo
fermentativo, 0 que mediantes aos resultados deste trabalho, o tamanho das esferas
e sua biomassa, nao interferiram nos resultados quando se utiliza as concentracoes
de células apresentadas na Tabela 2.

Sabe-se que o caldo de cana é rico em sacarose e que a levedura JP1 é
resultado de isolamento da cana-de-agucar, assim como foi apresentado neste
trabalho, o que significa que o metabolismo fermentativo é sua unica opcao, devido
ao excesso de sacarose (Rodrigues, 2021; Rego-Costa et al., 2023). No entanto,
nédo foram encontrados registros de estudos em sua configuragdo imobilizada para
compreender melhores parametros de comparacao, o que pode ser proposto em
trabalhos futuros.

Com base na literatura, Pires (2024) obteve resultados de produtividade
similares, alcangando 3,83 g/Lh em 12 horas, um valor préximo ao da levedura L-
SO2C na configuragdo imobilizada em 6 horas mostrando a eficiéncia fermentativa
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desta configuracdao. O mosto utilizado foi preparado a partir de hidrélise de milho e
caldo de cana, com quantificacdo dos carboidratos, que possibilitou o calculo do

rendimento considerando exclusivamente o valor da sacarose.

Cadiz et al. (2023) observaram que as leveduras na configuragao imobilizada
apresentam maior produgéo de etanol e analise de sdlidos soluveis por Grau Brix,
sem realizar a quantificacdo direta dos carboidratos, assim como neste trabalho. No
entanto, o mosto utilizado foi derivado de sorgo de milho, apresentando consumo
mais elevado de substratos, o que acabou reduzindo o rendimento global.

Ja Agu e Oduola (2021) investigaram o processo fermentativo com leveduras
na configuragcéo imobilizada em caldo de cana, com duragao semelhante. Apesar de
nao haver comparado com a configuracao livre, os autores destacaram a eficiéncia

do processo, reforcando o potencial dessa abordagem na producéo de etanol.

De forma geral, a levedura JP1 se mostrou mais eficiente na configuragdo
livre, sendo adequada para a condicdo atual da Usina Agroindustrial Japungu, que
opera com sistema de reciclo de células. Por outro lado, as leveduras L-SP2 e L-
SO2C apresentaram excelentes resultados na configuragdo imobilizada,
destacando-se a L-SO2C por alcancar as maiores produtividades em menor tempo.
Essa configuragdo representa uma solugdo promissora para novas industrias,
dispensando a necessidade de equipamentos como centrifugas para separacao de

biomassa, 0 que reduz custos e facilita a extragéo do etanol.
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6. CONCLUSOES

A bioprospeccao de leveduras selvagens isoladas a partir do caldo da cana-de-
acucar proveniente da Caatinga se mostra promissora. Foi possivel encontrar
espécimes com potencial para bioprocessos, criando expectativas para a
ampliacdo dessa pesquisa.

Apenas 4 das 30 leveduras isoladas apresentaram producéo de etanol acima de
5%, confirmando a importancia dos fatores climaticos no periodo da coleta.

As leveduras L-SP1 e L-SP2 isoladas do Sitio Pitombeiras suportaram maiores
concentracdes de etanol, semelhantes a levedura industrial JP1.

As leveduras L-SP2 e L-SO2C em configuragdo imobilizada aumentaram o
rendimento e a produtividade quando comparadas com a configuracéo livre.

A JP1 alcangou rendimentos maiores na configuracdo livre do que na
imobilizada, se mostrando ideal em seu processo de aplicacédo atual.

A L-SP1 nao se mostrou eficiente mesmo com as caracterizagdes fisicas das
esferas semelhantes a L-SO2C.

Tanto L-SP2 como L-SO2C apresentam-se como opg¢des apropriadas para
projecdo de novas industrias de fermentagdo com uso de leveduras
imobilizadas, devido o rendimento e a produtividade do processo.
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APENDICE

Dados referentes a Figura 18

Tabela 4 — Médias do pH do teste fermentativo

pH

Tempo (h)

Leveduras 12 24 48 72 96
L-BM1 504 457 401 375 369 3,63
L-BM2 497 467 408 379 369 367
L-BM3 516 507 484 426 401  3.90

L-SO1A 515 457 398 375 367 360
L-SO2A 498 446 401 373 368 363
L-SO3A 496 457 403 376 368 363
L-SF1 538 524 505 469 437  4.05
L-SF2 581 571 505 457 438  3.95
L-SF3 602 567 494 454 441  4.00
LLAM1 541 534 507 466 451 416
L-AM2 565 574 501 462 444 408
L-AM3 565 547 506 468 445 412
L-PX1 536 461 386 393 398 387
L-PX2 467 461 432 434 424 420
L-PX3 536 461 400 406 394 380
L-PX4 572 457 405 393 402 372
L-AC1 560 495 426 428 392 384
L-AC2 519 457 391 396 404 374
L-AC3 527 475 410 401 397 408
L-AC4 517 438 407 416 398 393
L-.SO1B 471 396 395 389 392 39
L-SO2B 509 496 407 410 399 399
L-SO3B 480 440 408 402 405 400
L-SO4B 474 406 378 400 404 403
L-SP1 588 464 421 395 374 388
L-SF2 572 465 421 393 372 421
L-SOIC 596 472 423 394 364 374
L-S02C 587 451 416 391 364 384
L-MC1 535 512 438 407 379  3.99
L-MC2 511 486 429 401 366 388

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Tabela 5 — Médias do Brix do teste fermentativo

Brix
Tempo (h)
Leveduras — . 12 24 48 72 96

L-BM1 15,2 15,1 15,0 14,7 14,2 14,0
L-BM2 15,2 15,3 15,3 14,1 13,9 13,9
L-BM3 15,2 15,2 15,1 14,2 14,0 14,0
L-SO1A 15,2 15,1 15,0 14,7 14,2 14,0
L-SO2A 15,8 15,9 15,1 14,9 14,8 14,2
L-SO3A 15,1 15,3 14,8 14,4 14,6 14,5




L-SF1
L-SF2
L-SF3
L-AM1
L-AM2
L-AM3
L-PX1
L-PX2
L-PX3
L-PX4
L-AC1
L-AC2
L-AC3
L-AC4
L-SO1B
L-SO2B
L-SO3B
L-SO4B
L-SP1
L-SF2
L-SO1C
L-SO2C
L-MC1
L-MC2

14,9
14,5
16,0
15,4
15,9
15,1
14,7
14,5
14,8
15,0
14,9
14,9
11,3
11,4
11,1
12,1
13,1
13,8
14,8
14,9
14,8
14,7
14,8
14,6

14,8
15,0
15,7
15,3
15,2
15,3
15,0
14,8
14,8
14,6
14,3
14,7
13,0
15,0
15,2
14,4
14,1
15,5
14,3
14,2
14,1
14,1
14
14,1

14,9
14,5
14,8
14,6
15,1
14,8
14,3
14,1
14,3
14,0
13,6
14,1
13,6
13,6
13,6
13,3
13,4
14,7
13,6
13,7
14,1
13,5
13,8
13,8

14,8
14,4
14,7
14,4
14,9
14,4
14,0
13,3
13,7
14,0
14,2
14,6
12,4
12,1
13
12
12,5
12,7
12,4
12,8
13,1
12,3
12,7
12,9

14,4
14,5
14,7
14,2
14,8
14,6
13,0
12
12,4
12,6
12,3
12,4
12,7
12,2
10,7
10,4
12,2
12,1
11,6
11,4
11,9
10,9
10,5
10,8

14,2
14,2
14,3
14,1
14,2
14,5
12,5
10,8
11,8
11,7
11,7
11,8
10,6
10,5
10,8
10,7
11,1
11,1
10,3
10,3
11,7
9,5
10,5
9,9

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Tabela 6 — Médias da Biomassa do teste fermentativo

Biomassa
Tempo (h)

Levecurasy™ " - 12 24 48 72 96
L-BM1 0,053 0,071 0,056 0,030 0,019 0,037
L-BM2 0,058 0,074 0,060 0,024 0,014 0,036
L-BM3 0,059 0,068 0,073 0,021 0,009 0,031

L-SO1A 0,039 0,075 0,062 0,039 0,034 0,018
L-SO2A 0,044 0,080 0,059 0,036 0,027 0,028
L-SO3A 0,056 0,091 0,054 0,032 0,028 0,031
L-SF1 0,054 0,089 0,038 0,029 0,031 0,042
L-SF2 0,050 0,081 0,048 0,028 0,051 0,047
L-SF3 0,055 0,074 0,058 0,047 0,060 0,049
L-AM1 0,054 0,068 0,071 0,052 0,064 0,057
L-AM2 0,047 0,067 0,059 0,040 0,063 0,057
L-AM3 0,039 0,047 0,056 0,054 0,061 0,065
L-PX1 0,069 0,033 0,060 0,062 0,026 0,031
L-PX2 0,055 0,058 0,065 0,043 0,032 0,031
L-PX3 0,069 0,057 0,079 0,051 0,040 0,046
L-PX4 0,064 0,059 0,074 0,062 0,037 0,045
L-AC1 0,062 0,056 0,061 0,061 0,035 0,042
L-AC2 0,055 0,060 0,082 0,059 0,040 0,042
L-AC3 0,052 0,074 0,054 0,047 0,053 0,030
L-AC4 0,059 0,091 0,062 0,061 0,056 0,040
L-SO1B 0,068 0,082 0,075 0,063 0,047 0,046
L-SO2B 0,074 0,081 0,069 0,062 0,047 0,042
L-SO3B 0,072 0,088 0,075 0,066 0,051 0,045
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L-SO4B 0,076 0,083 0,067 0,037 0,059 0,037
L-SP1 0,062 0,068 0,065 0,055 0,036 0,055
L-SF2 0,074 0,075 0,084 0,054 0,038 0,056

L-SO1C 0,074 0,074 0,085 0,062 0,045 0,077

L-SO2C 0,093 0,087 0,113 0,056 0,047 0,049
L-MC1 0,089 0,104 0,113 0,063 0,063 0,065
L-MC2 0,080 0,083 0,095 0,080 0,063 0,045

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Tabela 7 — Médias do CO; convertido em etanol por estequiometria

Etanol via CO,
Tempo (h)

Leveduras ¢ 12 24 48 72 96
L-BMA1 0,0008 0,0051 0,0065 0,0089 0,0064 0,0105
L-BM2 0,0014 0,0123 0,0050 0,0105 0,0068 0,0155
L-BM3 0,0010 0,0060 0,0041 0,0110 0,0097 0,0114
L-SO1A 0,0008 0,0051 0,0071 0,0083 0,0144 0,0088
L-SO2A 0,0014 0,0123 0,0050 0,0105 0,0068 0,0155
L-SO3A 0,0010 0,0060 0,0041 0,0110 0,0097 0,0114
L-SF1 0,0048 0,0033 0,0024 0,0011 0,0019 0,0095
L-SF2 0,0031 0,0079 0,0142 0,0093 0,0113 0,0308
L-SF3 0,0039 0,0016 0,0031 0,0009 0,0097 0,0071
L-AM1 0,0034 0,0019 0,0025 0,0096 0,0018 0,0079
L-AM2 0,0021 0,0009 0,0012 0,0014 0,0024 0,0037
L-AM3 0,0031 0,0024 0,0022 0,0009 0,0019 0,0066
L-PX1 0,0015 0,0022 0,0162 0,0186 0,0168 0,0159
L-PX2 0,0009 0,0015 0,0110 0,0311 0,0199 0,0202
L-PX3 0,0029 0,0034 0,0235 0,0170 0,0140 0,0230
L-PX4 0,0011 0,0024 0,0151 10,0129 0,0114 0,0261
L-AC1 0,0017 0,0021 0,0185 0,0108 0,0130 0,0234
L-AC2 0,0014 0,0023 10,0187 10,0163 0,0146 0,0216
L-AC3 0,0024 0,0104 0,0161 0,0204 0,0133 0,0082
L-AC4 0,0104 0,0063 0,0099 0,0137 0,0121 0,0093
L-SO1B 0,0032 0,0048 0,0319 0,0276 0,0118 0,0099
L-SO2B 0,0054 0,0066 0,0131 0,0251 0,0108 0,0078
L-SO3B 0,0251 0,0594 10,1082 0,0246 0,1459 0,1415
L-SO4B 0,0319 0,0259 10,0962 0,1090 0,1036 0,0572
L-SP1 0,0049 10,0113 0,0081 0,0116 0,0189 0,0430
L-SF2 0,0143 0,0109 0,0101 0,0099 0,0133 0,0113
L-SO1C 0,0029 0,0138 0,0065 0,0138 0,0139 0,0129
L-SO2C 0,0032 0,0095 0,0102 0,0113 0,0114 0,0150
L-MCH1 0,0025 0,0092 0,0098 0,0134 0,0121 0,0151
L-MC2 0,0022 0,0086 0,0083 0,0122 0,0118 0,0143

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.




Tabela 8 — Médias de ABV calculado utilizando a densidade

ABV
Tempo (h)

Lovodurasy™ - 12 24 48 72 96
LBM1 083 096 105 131 214 232
LBM2 083 101 105 114 197 21
L-BM3 083 088 092 149 28 289
L-.SO1A 092 101 105 14 184 197
L-SO2A 088 092 079 188 206 206
L-SO3A 088 088 101 184 197 197
L-SF1 114 127 181 181 166 179
L-SF2 149 109 153 162 153 184
L-SF3 009 048 123 136 144 179
LLAM1 074 079 144 166 179 197
L-AM2 018 026 105 123 127 179
L-AM3 096 079 127 171 153 149
L-PX1 14 114 175 258 293 333
L-PX2 158 127 193 263 379 477
L-PX3 123 131 171 232 337 389
L-PX4 109 149 206 201 319 403
L-AC1 123 175 336 184 35 403
L-AC2 114 140 193 153 341 394
L-AC3 433 289 236 346 311 490
L-AC4 424 114 236 372 350 503
L-SO1B 451 092 236 284 481 477
L-SO2B 368 175 263 372 512 481
L-SO3B 280 188 258 337 363 451
L-SO4B 210 066 136 315 363 424
L-SP1 127 175 286 341 414 525
L-SF2 118 184 228 306 429  52f
L-SO1C 131 193 188 280 381 398
L-SO2C 136 188 245 354 468 586
L-MC1 131 206 219 341 494 499
L-MC2 144 193 223 298 473 547

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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