
 
 

Universidade de São Paulo 
Escola Superior de Agricultura-“Luiz de Queiroz” 

Processo alternativo ao tratamento ácido do fermento na produção de etanol 
 
 
 
 

Gustavo Theodoro Peixoto 
 

Dissertação apresentada para obtenção do título de 
Mestre em Ciências. Área de concentração: Microbiologia 
Agrícola 

 
 
 
 
 

 
 
 

Piracicaba 
2023



4 
 

 

Gustavo Theodoro Peixoto 
Engenheiro Químico 

Processo alternativo ao tratamento ácido do fermento na produção de etanol 
 
 
 
 
 
 
 

 Orientador:  
Prof. Dr. THIAGO DE OLITTA BASSO 

 
 
 
 

 Dissertação apresentada para obtenção do título de 
Mestre em Ciências. Área de concentração: 
Microbiologia Agrícola 

 
 
 
 
 
 

Piracicaba 
2023  

 



5 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação 

DIVISÃO DE BIBLIOTECA – DIBD/ESALQ/USP 

 

Peixoto, Gustavo Theodoro 

 Processo alternativo ao tratamento ácido do fermento na produção de 
etanol / Gustavo Theodoro Peixoto. - - Piracicaba, 2023. 

 69 p.  

 Dissertação (Mestrado) - - USP / Escola Superior de Agricultura-“Luiz de 
Queiroz”. 

1. Etanol 3. Lactobacillus 5. Sacharomyces cerevisiae 6. Cinética de 
crescimento 7. Bacteriostático 8. 

 
 
 
 
 
 
 
  



6 
 

DEDICATÓRIA 

 
 
 
 
 
 
 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Dedico à minha esposa e aos meus 
familiares, 

  



7 
 

 
 

AGRADECIMENTOS 

 

 

É com imensa satisfação e gratidão que inicio este texto de agradecimento, pois 

alcançar este momento significativo em minha trajetória acadêmica não teria sido possível sem 

o apoio, orientação e incentivo de pessoas extraordinárias. Primeiramente, expresso minha 

profunda gratidão aos professores Thiago de Olitta Basso e Antonio Sampaio Baptista, que 

generosamente dedicaram seu tempo, conhecimento e expertise para orientar minha 

dissertação. Suas orientações críticas e valiosas foram fundamentais para o desenvolvimento 

deste trabalho. À minha esposa Ana Paula, minha eterna fonte de inspiração, agradeço por seu 

apoio incondicional, por compartilhar comigo não apenas os desafios, mas também as alegrias 

e momentos únicos. Sua presença na minha vida é, sem dúvida, a melhor coisa que já me 

aconteceu. Aos meus pais, Maria Tereza e Eraldo, e ao meu irmão Gabriel, expresso minha 

gratidão profunda por serem a base sólida que sustentou meus sonhos e aspirações. Seu amor, 

encorajamento e apoio constante foram pilares essenciais ao longo desta jornada. Aos amigos 

de Piracicaba, companheiros ímpares que enriqueceram minha experiência durante o mestrado, 

meu reconhecimento e carinho. Guilherme Nacata, Guilherme Torrezan, Artur, Lígia, Thiago, 

Laécio, Wellingson, Gustavo Valani, Raíssa, Thais e Rodolfo, cada um de vocês é parte 

indelével dessa conquista. À minha cunhada Rafaele, meu cunhado Dannylo e ao Gabriel, 

agradeço por todos os momentos compartilhados, pelo companheirismo e solidariedade. Não 

posso deixar de mencionar a contribuição inestimável dos estagiários Liandra, Igor e Karol, 

cuja colaboração foi vital para o avanço das pesquisas realizadas durante o mestrado. Agradeço 

também à Thamíris Guerra Giacon, do laboratório BELA (Poli-USP), pela valiosa ajuda na 

realização da cinética, assim como a Isabela que me orientou e explicou sobre o plaqueamento 

de microgotas, evidenciando o espírito colaborativo que permeou este percurso. A todos vocês, 

minha mais sincera gratidão. Cada gesto de apoio, incentivo e colaboração deixou uma marca 

indelével em minha jornada acadêmica. Este trabalho é também fruto do esforço coletivo, e por 

isso celebro não apenas a conclusão da minha dissertação, mas também as relações e parcerias 

construídas ao longo do caminho. Muito obrigado a todos que, de alguma forma, contribuíram 

para este importante capítulo da minha vida. 

 

 



8 
 

SUMÁRIO 

 

RESUMO ................................................................................................................................... 9 

ABSTRACT ............................................................................................................................... 9 

1. INTRODUÇÃO ................................................................................................................... 11 

7. CONCLUSÃO ..................................................................................................................... 14 

REFERÊNCIAS........................................................................................................................61 

  



9 
 

 
 

RESUMO 

Processo alternativo ao tratamento ácido do fermento na produção de etanol 

 

A contaminação dos meios fermentativos, em biorrefinarias de etanol combustível, é 

predominantemente ocasionada por bactérias ácido lácticas (LABs, do inglês lactic acid 

bacteria). Visto que, dependendo da intensidade de contaminação do processo produtivo, 

utilizam-se agentes químicos para combater os contaminantes, tais como os antibióticos e 

também agentes para acidificar o meio, como o ácido sulfúrico e o ácido clorídrico. Estes 

métodos de controle microbiano, apesar de eficazes, trazem problemas como corrosividade, 

seleção de microrganismos, insalubridade, impactos sobre as leveduras e no coproduto após a 

fermentação. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o impacto de 

soluções, com e sem a presença de compostos fitoquímicos sobre o crescimento de LABs 

contaminantes da fermentação alcoólica, e também sobre o crescimento da levedura industrial 

Saccharomyces cerevisiae PE-2. Foram realizados ensaios de forma isolada, com relação aos 

efeitos sobre as LABs e simultâneos (em co-cultivo) para avaliar os efeitos sobre leveduras e 

LABs. Ensaios de cinética de crescimento foram realizados para avaliar os potenciais de 

inibição das LABs homo- e hetero-fermentativas, em condições proliferativas. Assim como 

também foram testados os efeitos sinérgicos, separadamente, do ETA e ETB, quando 

adicionados nestas soluções. Seus resultados de inibição foram comparados com os efeitos da 

solução SAS-2,5LB, usado como o controle. Em seguida, foram realizados testes de co-cultivo 

utilizando LAB homo- e hetero-fermentativas e a levedura PE-2. Amostras dos ensaios de 

cinética de crescimento e co-cultivo também foram utilizadas para o plaqueamentos a fim de 

expressar os efeitos dos tratamentos avaliados sobre o crescimento microbiano, comparando 

estes efeitos com o controle. No primeiro ensaio, em relação ao crescimento das LABs foi 

observado que os efeitos de inibição de soluções com concentrações maiores que 15ET foi 5% 

maior do que o tratamento com SAS-2,5LB.Velocidades de crescimento específico máximas 

No tocante ao efeito sinérgico entre as soluções e os compostos ETA e ETB, pode-se observar 

que 15ETB3LB, obteve um efeito de controle microbiano melhor que com solução SAS-2,5LB. 

Os resultados das curvas e plaqueamentos demonstraram que em 10ETB3LB, não houve 

crescimento das LABs, mas houve o aumento de 1 ciclo log de células de levedura. Conclui-se 

que os efeitos inibidores das soluções, juntamente com ETA e ETB, separadamente, possuem 

eficiências equiparáveis à solução SAS-2,5LB e pode ser utilizada como substituto do 

tratamento ácido nos reciclos celulares de leveduras para a produção de etanol. 

Palavras-chave: Biorrefinarias, Etanol, Ácido sulfúrico, Levedura, Bactérias, Contaminação 
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ABSTRACT 

Alternative process to the acid treatment of yeast in ethanol production 

The contamination of fermentative media in fuel ethanol biorefineries is predominantly 

caused by lactic acid bacteria (LABs). Depending on the intensity of contamination in the 

production process, chemical agents such as antibiotics and acidifying agents like sulfuric and 

hydrochloric acid are used to combat contaminants. Despite their effectiveness, these microbial 

control methods bring issues such as corrosiveness, microorganism selection, unhealthiness, 

impacts on yeast, and on the byproduct after fermentation. In this context, the present study 

aimed to evaluate the impact of solutions, with and without the presence of phytochemical 

compounds, on the growth of contaminating LABs in alcoholic fermentation and on the growth 

of the industrial yeast Saccharomyces cerevisiae PE-2. Isolated assays were conducted to assess 

the effects on LABs and simultaneous (co-culture) assays to evaluate effects on yeast and 

LABs. Growth kinetic assays were performed to assess the inhibition potentials of homo- and 

hetero-fermentative LABs under proliferative conditions using solutions. Synergistic effects of 

ETA and ETB, separately added to these solutions, were also tested and compared with the 

effects of SAS-2,5LB as a control. Co-culture tests were then conducted using homo- and 

hetero-fermentative LABs and yeast PE-2. Samples from growth kinetic and co-culture assays 

were plated to express the effects of the evaluated treatments on microbial growth, comparing 

these effects with the control. In the first assay, regarding LABs' growth, it was observed that 

the inhibition effects of solutions with concentrations higher than 15ET were 5% greater than 

SAS-2,5LB treatment in terms of maximum specific growth rates. Regarding the synergistic 

effect between solutions and ETA and ETB compounds, it was observed that 15ETB3LB had 

a better microbial control effect than SAS-2,5LB. Results showed that in 10ETB3LB, there was 

no LAB growth, but there was a 1-log cycle increase in yeast cells. In conclusion, the inhibitory 

effects of solutions, along with ETA and ETB separately, have efficiencies comparable to SAS-

2,5LB and can be used as a substitute for acid treatment in yeast cell recycling for ethanol 

production 

 

Keywords: Biorefineries, Ethanol, Sulfuric Acid, Yeast, Bacteria, Contamination 
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1. INTRODUÇÃO 

Atualmente, tem crescido o entusiasmo pela elaboração de sistemas produtivos 

ambientalmente sustentáveis. Desse modo, o foco de muitos países está direcionado para as 

fontes renováveis de energia, cujo etanol se evidencia como uma relevante estratégia 

(BELLUCO; ALCARDE, 2008). 

O grande avanço na produção de etanol, ocorreu com a utilização do processo de 

reciclagem celular, denominado "Melle-Boinot", foi desenvolvido na década de 1930 por 

Firmino Boinot (França). Após o produto da fermentação ser centrifugado, são separados o 

vinho do creme de leveduras. O vinho é destinado para a destilação e o creme de leveduras para 

a fase de reciclo celular. Na fase de reciclo, o creme de leveduras é submetido a um processo 

de descontaminação realizada por ácidos (BREXÓ; SANT’ANA, 2017). Segundo BASSO et 

al. (2011) nas destilarias brasileiras produtoras de etanol a partir de cana, que operam em 

batelada alimentada e em processo contínuo, efetuam o reciclo de células de leveduras. Ainda 

conforme os mesmos autores, as leveduras sofrem inúmeros estresses durante o processo de 

fermentação, como: efeitos de altas temperaturas, pressão osmótica, pH baixo e contaminação 

bacteriana. De acordo com OLIVA-NETO E YOKOYA, (2001) a contaminação bacteriana por 

LABs causa sérios problemas de floculação durante a fermentação alcoólica. Além disso, essas 

bactérias produzem ácidos orgânicos que inibem o metabolismo das leveduras, diminuindo o 

rendimento da fermentação alcoólica. 

Visando conter contaminações bacterianas, MENEGHIN et al. (2008), menciona que 

são adicionados ácido sulfúrico ou biocidas na lavagem do levedo. Porém, em relação a 

utilização do ácido sulfúrico no tratamento do levedo, o mesmo pode causar corrosão, tornar o 

processo perigoso para os trabalhadores e também tornar o tratamento de efluentes mais 

oneroso (CECCATO-ANTONINI, 2018); além dificultar o reaproveitamento das leveduras 

para nutrição animal e humana, e da vinhaça para fabricação de biogás. Visto que a aplicação 

de biocidas sintéticos apresenta pontos negativos, como: custos elevados e seleção de 

microrganismos resistentes MENEGHIN et al., 2008). A luz dos conhecimentos de OLIVA-

NETO et.al (2013), o uso contínuo de antibióticos no controle de microrganismos, corresponde 

a seleção de bactérias mais resistentes à sua ação, tal qual, a modificação do equilíbrio natural 

de todos os microrganismos do processo. Segundo POVEDA, (2014), os resíduos de 

antibióticos ativos contidos na vinhaça, podem ser dispersados no solo durante o processo de 

fertirrigação. Além de ocorrer a presença de resíduos na vinhaça, Taube (2009), menciona que 
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em alguns países, resíduos de antibióticos presentes em leveduras destinadas para alimentação 

animal e humana, são inadmissíveis. 
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2. CONCLUSÃO 

Nas cinéticas bacterianas, as soluções contendo 15ET juntamente com B1 a B3 ou A1 

a A3 apresentaram resultados semelhantes em eficiência de inibição aos obtidos com 20ET e 

25 ET. A utilização do controle de bactérias lácticas através da utilização do etanol juntamente 

com os compostos fotoquímicos testados, mostra ser uma tecnologia natural, com efeito 

inibitório de crescimento para os contaminantes, semelhante a solução SAS-2,5. Nas cinéticas 

de co-cultivo, o efeito inibitório das soluções com os compostos fitoquímicos testados, 

apresenta ocorrer em ambos os microrganismos. Porém, dependendo da concentração de 

ETALB ou ETBLB, mostra ser mais favorável ou menos favorável ao crescimento das 

leveduras. 
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