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Resumo

A matéria-prima secundaria do permeado de soro de queijo
¢ rica em lactose e sais minerais. Embora tenha aplica¢des
comerciais restritas, destaca-se pelo elevado potencial como
substrato biotecnoldgico de baixo custo. Este estudo propos
e avaliou um processo inovador de fermentagdo sequencial,
utilizando a levedura Kluyveromyces marxianus ¢ a bactéria
acética Acetobacter aceti para produgado integrada de etanol
e de acido acético em um Unico sistema fermentativo.
Experimentos foram realizados com diferentes temperaturas
(26,29,32,35¢ 37 °C) e condigdes controladas de oxigénio.
Os resultados mais promissores foram obtidos a 35 °Ce 37 °C,
com produgdo de 5,96 gL 'e 4,63 gL 'deetanolede 0,28 g
100 mL e 0,38 g 100 mL " de acido acético, respectivamente.
A inovagdo tecnoldgica demonstrou viabilidade para a
produgdo integrada de ambos os compostos, destacando o
potencial de valorizagdo do permeado de soro de queijo.
Estudos futuros devem focar no aprimoramento do processo
para otimizar a producdo e ampliar sua aplicabilidade em
larga escala.

Palavras-chave: Fermentacdo Sequencial; Biotecnologia;
Etanol; Acido Acético; Permeado de Soro de Queijo.

Abstract

The secondary raw material, cheese whey permeate, is rich in
lactose and mineral salts. Although it has limited commercial
applications, it stands out for its high potential as a low-cost
biotechnological substrate. This study proposed and evaluated
an innovative sequential fermentation process using the
yeast Kluyveromyces marxianus and the acetic bacterium
Acetobacter aceti for the integrated production of ethanol and
acetic acid in a single fermentation system. Experiments were
carried out at different temperatures (26, 29, 32, 35 and 37 °C)
and controlled oxygen conditions. The most promising results
were obtained at 35 °C and 37 °C, with production of 5.96 g L™!
and 4.63 g L ! of ethanol and 0.28 g 100 mL ' and 0.38 g 100
mL! of acetic acid, respectively. Technological innovation
demonstrated feasibility for the integrated production of
both compounds, highlighting the potential for valorization
of cheese whey permeate. Future studies should focus on
improving the process to optimize production and expand its
applicability on a large scale.
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1 Introducao

As industrias lacteas produzem grandes volumes de
subprodutos e/ou coprodutos, que sdo frequentemente
pesquisados para encontrar aplicagdes diretas ou
desenvolver produtos inovadores com o intuito de agregar
valor a esses residuos. Esse material residual lacteo € rico
em proteinas, carboidratos, lipideos, sais minerais, lactose
e vitaminas, mantendo cerca de 55% da composicdo
original do leite (Hadiyanto et al, 2014; Yadav et al.,
2015). Atualmente, o valor agregado do soro ¢ maximizado
principalmente por meio da extracdo de suas proteinas,
com a ultrafiltragdo sendo o método mais comum para
separar e concentrar essas proteinas (Ozturk et al., 2022).
Esse processo gera uma matéria-prima secunddria, rica em
agua, sais minerais e altos niveis de lactose. Essa substancia
¢ conhecida como permeado de soro de leite, permeado
de soro de queijo ou soro de leite desproteinizado (Sooro
Ingredientes Ltda., 2024).

A matéria-prima secundaria do permeado de soro de
queijo é constituida por nutrientes como lactose, minerais
e proteina (Moulin; Galzi, 1984; Hu; Dickson, 2015; Sooro
Ingredientes Ltda., 2024), vitaminas e outros macro ¢
micronutrientes (Hu; Dickson, 2015; Maestre et al., 2021).
O permeado possui uma alta carga organica, tornando-se um
residuo extremamente poluente e exigindo investimentos
significativos em tratamento pelas empresas que o geram.
Na produgdo de queijo, além do grande volume de soro
gerado, o processo de concentragdo de proteinas resulta em
aproximadamente 17 quilogramas de permeado de soro de
queijo para cada quilograma de proteina concentrada obtida,
o que representa um desafio constante para a indudstria
(Sooro Ingredientes Ltda., 2024).

Diante desse cenario, estudos e pesquisas estdo
buscando formas inovadoras para o desenvolvimento de
novas tecnologias com o intuito de valorizar as matérias-
primas secunddrias em processos biotecnologicos.
O potencial dos residuos da industria de laticinios
para aplicagdes fermentativas tem sido destacado por
pesquisadores para diversas finalidades. A pesquisa de
Das et al. (2016) investigou a produg@o de etanol a partir
de permeado de soro de queijo rico em lactose, utilizando
a levedura Kluyveromyces marxianus, pois, segundo Das
et al. (2016), essa levedura metaboliza diretamente a
lactose. Os pesquisadores apresentaram que €sse processo
¢ extremamente relevante, ja que oferece uma fonte
alternativa de biocombustivel, contribuindo para a redugdo
da poluicdo e da degradagdo ambiental.

Maestre et al. (2021) publicaram uma pesquisa,
“Valorizagdo do permeado de soro de queijo aplicando
fermentacdes sequenciais: estudo de caso realizado na
Regido Oeste do Parand”, e nela os autores apresentaram
estratégias para uso do permeado de soro em processos

fermentativos, buscando a produgdo de etanol, biomassa
celular probiotica, galacto-oligossacarideos prebioticos e
acidos organicos.

As pesquisas de Gabardo ef al. (2014) ¢ de Hadiyanto et
al. (2014) indicam a capacidade de a levedura K. marxianus
converter a lactose presente no soro em etanol, sem haver a
necessidade da etapa processual de hidrolise enzimatica da
lactose. Esse processo bioldgico quebra a lactose, um tipo
de agucar encontrado no leite, em seus componentes mais
simples, glicose e galactose, e ¢ facilitado devido ao uso
de enzimas. Nesse sentido, o produto dessa fermentagdo
ainda pode ser fermentado novamente, adicionando outro
microrganismo, no intuito de produzir acido acético ou
vinagre, podendo ter usos diversos na industria.

No que se refere aos processos tecnoldgicos, realizou-
se uma busca de anterioridade nos bancos de patentes
nacionais ¢ internacionais, usando as palavras-chave
fermentagdo mista; processo fermentativo misto; cultura
mista; mixed fermentation; mixed fermentation process;
mixed culture. Na busca, verificou-se que existem patentes
que envolvem processos de fermentagdo alcodlica ou
acética pelos métodos tradicionais, ou seja, realizam os
processos produtivos de modo separados e por processos
convencionais. Logo, nada consta para os processos
empregando os microrganismos citados acima com a mesma
aplicagdo, tendo como diferencial a unificagdo das etapas
de fabricagdo de fermentado alcodlico e acético durante
uma Unica fermentagdo, visando a producdo de etanol e de
acido acético, além do produto secundario biomassa com
caracteristicas simbidtica (prebiotica e probidtica).

A patente registrada sob o numero US 3 888 737,
intitulada “Process of producing L-LYSINE using mixed
microorganisms”, datada de 10 de junho de 1975, encontra-
se expirada, tinha como intuito obter L-lisina com cultivo
aerdbico e cultura mista de bactérias que assimilam
carbonos a partir de uma mistura de hidrocarbonetos.
A invencdo empregou somente bactérias fermentativas,
diferentemente da presente pesquisa que usou leveduras e
bactérias associadas em um mesmo processo. Enquanto
a patente nomeada ‘“Mixed cultures for improved
fermentation and aerobic stability of silage”, e registrada
sob o numero US 6 403 084 B1, de 11 de junho de 2002,
objetivou empregar cultura mista (hetero fermentacao de
bactérias produtoras de acido lactico) em composi¢des para
o tratamento de alimentos para animais ou silagem com o
intuito de promover a estabilidade aerébica do produto. Os
inventores empregaram bactérias laticas homofermentativa
do tipo Lactobacillus plantarum e heterofermentativa do
tipo Lactobacillus buchneri ou Lactobacillus brevis como
inoculantes na producdo de silagem, essas bactérias sdo
diferentes das empregadas na requerida produgao. A patente
registrada sob o nimero W0O200053791-A1 de 14/09/2000
“Process for producing etanol” desenvolveu um processo de
fermentacdo alcodlica com rendimento maior aos métodos
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convencionais, e, durante sua producdo, identificou
como produto intermediario o acido acético. Segundo os
inventores o carboidrato milho, apds o processo enzimatico
e durante a fermentacdo, converte a fonte de carboidrato
em acido lactico, lactato ou misturas destes e acido acético,
pela fermentagdo homoacética com bactérias do género
Clostridium, da espécie Clostridium thermoaceticum ou
Clostridium formicoaceticum, ou seja, cepas microbianas
distintas das usadas no processo em estudo que consiste no
uso de leveduras e de bactérias num processo integrado.

Diante dessa realidade, verifica-se que o diferencial
dessa inovagdo sdo as duas vias fermentativas distintas
(alcoolica ¢ acética) desenvolvidas em uma Unica ectapa
processual, ou seja, a fermentagdo ocorre em um Unico
fermentador com as cepas microbianas associadas entre
si. Conforme aponta o levantamento cientifico realizado,
ndo ha registros na literatura sobre essa tecnologia. Além
disso, a busca de anterioridade revelou que essa inovagdo
ndo foi patenteada ou protegida por nenhum outro grupo de
pesquisadores, por isso, os autores deste artigo realizaram
o deposito da patente sob o nimero BR 10 2020 011157 4,
em 3 de junho de 2020 no Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INPI).

As composi¢cdes quimicas dessas matérias-primas
secundarias permitem sua valorizagdo em processos
biotecnoldgicos e bioquimicos, sendo 0s processos
fermentativos para a produgdo de etanol os mais
pesquisados (Gabardo et al., 2014; Ferreira et al., 2015;
Gabardo et al., 2016; Maestre et al., 2021). Além desses
bioprodutos, ¢ possivel produzir biopolimeros, hidrogénio,
metano, proteina unicelular (Yadav ef al., 2014; Yadav et
al., 2015), oligossacarideos de lactose (Dos Passos ef al.,
2021), biomassa microbiana probidtica (Trigueiros et al.,
2016), fermentado acético e vinagre (Maestre ef al., 2021).

A levedura empregada nesta pesquisa, Kluyveromyces
marxianus, apresenta bom crescimento e, portanto, ¢
vantajoso utilizd-la devido a sua capacidade de suportar
altas temperaturas, sendo conhecida como uma levedura
termotolerante (Heidtmann et al, 2012). Essa levedura
¢ anaerobia facultativa e apresenta melhores resultados
quando em meio acrescido de oxigénio de forma moderada,
logo os fatores aeracgdo e agitacdo sdo essenciais para o bom
desempenho do seu metabolismo (Hadiyanto ef al., 2014;
Yadav et al., 2015).

No método tradicional de produgdo de vinagre,
apos a obten¢do do fermentado alcodlico, realiza-se a
refermentag@o do mosto alcoodlico com as bactérias acéticas,
conhecida como fermentagdo acética, com o objetivo de
converter o etanol em acido acético. Conforme estabelecido
pela legislagdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA, 2024), fermentados acéticos sdo
aqueles produzidos a partir da fermentagdo acética do
fermentado alcoodlico com acidez volatil minima de 4,0

gramas por 100 mililitros, correspondente a 4% de 4cido
acético. A legislagdo brasileira define o vinagre, como
aquele “[...] produto obtido a partir da fermentagdo acética
do vinho, de acordo com o artigo 24 da Lei n. 7.678/1988”
(MAPA, 2024).

A fermentagdo acética pode ser realizada por diferentes
géneros de bactérias acéticas, sendo os mais comuns
Acetobacter ou Gluconobacter (Embrapa, 2006). Essas
bactérias acéticas requerem oxigénio para fermentarem e,
predominantemente, se multiplicam na parte superior do
meio, formando uma pelicula chamada de méae do vinagre, e
sua espessura varia de acordo com o microrganismo acético
utilizado (Palma et al., 2001).

No estudo de Yadav et al. (2014), foram investigadas
fermentacdes associadas utilizando cultivos mistos das
leveduras K. marxianus ¢ Candida krusei em soro de leite,
com o objetivo de avaliar o potencial de produgdo de
proteina microbiana ¢ a eficiéncia na remogdo da carga
organica do substrato. Apos seis horas de fermentagdo,
constataram uma remogdo de 34% da demanda quimica
de oxigénio. Em 24 horas processual, alcangaram uma
produtividade maxima de 0,38 g L' h' de proteina
microbiana, em temperaturas superiores a 40 °C e¢ pH
abaixo de 3,5.

Kondo e Kondo (1996) estudaram a producdo de
acido acético em cultura mista de Zymomonas mobilis e
Acetobacter sp., empregando a glicose como substrato
fermentativo e fonte de carbono para o seu metabolismo.
Os cultivos foram realizados com baixa aeracdo e agitacao
a 250 rpm, resultando em 45,3 g L' de etanol apds 18
horas. De acordo com os estudos desses autores, a melhor
condi¢do processual para a produgdo de dacido acético
ocorreu com 800 rpm de agitacdo e aeragdo de 1 vvm,
obtendo ao final do processo, 60 horas, 62,3 g L' de acido
acético. Os autores destacaram que o controle adequado das
condigdes aerdbicas durante a fase inicial ¢ crucial para a
producao eficiente de acido acético em culturas microbianas
mistas.

Casagrande (2010) destaca que ¢ essencial para
as industrias aprimorar os métodos e as técnicas que
eliminem os residuos gerados, convertendo-os em matérias-
primas Uteis para outros processos de maneira integrada,
sustentavel e ambientalmente correta. Segundo Paschoaline
e Alcarde (2009), a analise do processo fermentativo visa a
aprimorar suas etapas, com o objetivo de reduzir os custos
industriais e propor melhorias nos processos produtivos.
Para alcangar esses objetivos, ¢ crucial identificar as etapas
e as intera¢Oes relevantes ao sistema, descobrir novas
estratégias que ajudem a descrever o comportamento do
processo sob condigdes especificas e compreender as
caracteristicas qualitativas importantes dele.

Este trabalho tem como objetivo desenvolver uma
inovagdo tecnologica sustentavel por meio de um processo
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fermentativo sequencial associado. A abordagem combina
a levedura termotolerante Kluyveromyces marxianus com a
bactéria acética Acefobacter aceti, utilizando o permeado de
soro de queijo como substrato fermentativo. A introdugao de
oxigénio por agitagdo orbital permite a producgdo simultinea
de etanol e de acido acético. Até o momento, nao ha relatos
na literatura sobre o uso combinado desses microrganismos
com o permeado como fonte de carbono.

2 Metodologia

A parte experimental deste estudo foi conduzida de
forma a integrar etapas de fermentacdo alcoodlica e acética
utilizando o permeado de soro de queijo como substrato. As
condigdes de cultivo, a selecdo das cepas e a caracterizagdo
dos processos estdo detalhadas a seguir.

2.1 Microrganismos Fermentativos

As fermentagdes foram conduzidas com a levedura
Kluyveromyces marxianus (CCT 4086, referéncia ATCC
46537) e a bactéria acética Acetobacter aceti (CCT 2565,
referéncia ATCC 15973). Ambas as cepas foram adquiridas
liofilizadas da Colegdo de Culturas Tropicais da Fundagdo
André Tosello. Os meios de cultivo utilizados foram YMA
(Yeast Malt Extract Agar) para a levedura e MA (Manitol
Agar) para a bactéria, esterilizados em autoclave a 121 °C
por 15 minutos.

2.2 Processos Fermentativos

Os processos fermentativos sequenciais associados
foram compostos de fermentacdo alcoolica (K. marxianus)
e de fermentagdo acética (4. aceti), realizadas ao mesmo
tempo num reator de vidro com volume util de 3 L, com
a inclusdo de oxigénio por agitacdo orbital a 120 rpm.
A tampa dos reatores possui dois orificios na parte
superior, um para coleta de amostra e outro para a reducao
da pressdo provocada pelo processo. Os reatores foram
previamente esterilizados a 65 °C por 30 minutos em estufa
bacteriologica (New lab, modelo NL-81-42). Os meios
de cultivos possuem um volume final de 2 L ¢ meio a
fermentar, este foi composto de 100 g L' de permeado, e
isso equivalente a 88 g L' de lactose esterilizando em estufa
bacteriologica (New lab, modelo NL-81-42), suplementados
com sais autoclavados a 121 °C por 15 minutos (autoclave
Prismatec, modelo CS-30) contendo ureia (6 g L), sulfato
de magnésio (1,5 g L"), fosfato monobasico de potassio (1,5
g L), extrato de levedura (6 g L') a formulagdo do meio
e as condigdes processuais foram baseados em estudos de
Maestre (2017) e Maestre et al. (2021). O pH foi fixado em
4,5, e a temperatura de cada ensaio fermentativo encontra-
se na Tabela 1.

Tabela 1 — Temperaturas utilizadas nas fermentagdes associadas

| HCYN (o) TEMPERATURA (°C)
1 26
2 29
3 32
4 35
5 37

Fonte: Elaborada pelos autores deste artigo (2024)

Cada reator recebeu um indculo composto de 100 g
L' de permeado esterelizado, e ureia (6 g L), sulfato de
magnésio (1,5 g L), fosfato monobasico de potassio
(1,5 g L), extrato de levedura (6 g L") autoclavados,
correspondente a 5% do volume total do meio, ou seja,
100 mL de cada inoculo, resultando em um total de 10%
de indculo misto (levedura + bactéria) no reator. Todos os
ensaios foram em duplicata e incubados de acordo com a
respectiva temperatura ¢ fermentados por 43 horas.

2.3 Caracterizacao dos Processos Fermentativos

A densidade optica das amostras de fermentado foi
medida utilizando um espectrofotometro UV-VIS da marca
Shimadzu (modelo 1800) em comprimento de onda de 600
nm. A curva de crescimento microbiano foi gerada com
base na densidade Optica, expressa na forma logaritmica
Ln(DO/DOo), em que DOo representa a leitura da densidade
optica no tempo inicial e DO, a leitura da densidade optica
no tempo t, conforme descrito por Miiller et al. (2016)
e Trigueiros et al. (2016). E a biomassa microbiana foi
quantificada pela metodologia de Trigueiros et al. (2016).

O etanol e o consumo de lactose foram determinados
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
utilizando um cromatoégrafo Shimadzu® Proeminence
equipado com coluna Aminex® HP-87 Biorad (300 mm
x 7,8 mm), forno CTO-20A mantido a 64 °C, bomba LC-
20AT, controlador CBM-20" ¢ detector por indice de
refracdo RID-10% Ja a quantificagdo do acido acético foi
realizada com um detector UV SPD-20A, dotado de arranjo
de diodos, operando a 208 nm. O rendimento do acido
acético foi calculado a partir da resposta do teor do produto.

3 Resultados e Discussao

Os resultados referentes aos processos fermentativos
associados estdo apresentados na Tabela 2, em termos de
biomassa celular mista, etanol, dcido acético e rendimento
em acido acético. Na sequéncia, a Figura 1 (a até ¢)
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explanam o comportamento cinético dos ensaios associados
de K. marxianus e de A. aceti.

Na sequéncia, as imagens da Figura 1 ¢ a Tabela 2
indicam que o ensaio 4, realizado a 35 °C, obteve a maior
produgdo de etanol, com uma concentragdo de 5,96 g L,
¢ a segunda maior concentra¢do de acido acético, de 0,28
g 100 mL', apdés 43 horas de fermentagdo associada.
O rendimento em acido acético foi de 98,38%, representando
o segundo melhor resultado em termos de rendimento. Por
outro lado, o ensaio 5 produziu 4,63 g L' de etanol e 0,38
g 100 mL! de acido acético, sendo a maior concentragdo
de 4cido acético e o maior rendimento observado, de
39,55%. O ensaio 2, conduzido a 29 °C, apresentou a
menor concentragdo de acido acético, de 0,06 g L7,
possivelmente essa temperatura desfavoreceu o crescimento
¢ o metabolismo das cepas microbianas, resultando em
menor produgdo de biomassa e, consequentemente, em
um menor rendimento de acido acético, fatores como uma
taxa de oxigenacdo insuficiente, uma possivel competicdo
metabolica ou uma inibi¢do cruzada também podem ter
contribuido para esse resultado.

Os ensaios 1, 2 ¢ 3 (Tabela 2) demonstraram que
essas condigdes processuais utilizadas nas fermentacdes
associadas ndo foram favoraveis para a producdo de
biomassa em comparacdo com a fermentagdo alcoolica
tradicional para o substrato aqui estudado (Maestre
et al, 2021). Contudo, para a produgdo de ectanol e,
consequentemente, para a producdo também de acido
acético, ¢ essencial uma alta producgdo de células tanto de
levedura quanto de bactérias acéticas.

Na Figura 1, observa-se que no ensaio 4 (35 °C), a
partir de 15 horas de processo, a velocidade de produgdo
de etanol aumenta, enquanto a producdo de acido acético
diminui até o final do processo (43 horas). Isso pode ser
atribuido ao consumo de etanol pelas bactérias acéticas,
sem que haja uma oxidacdo completa do etanol para acido
acético, podendo produzir por essa via metabolica outros
compostos volateis. A Figura 1 mostra o ensaio realizado
a 37 °C (ensaio 5), o etanol continua sendo produzido de
forma exponencial até 43 horas, e a formagdo de acido
acético comeca a ser aumentada a partir desse ponto.
A inclinagdo da curva indica um comportamento também
propenso a um aumento exponencial.

Fermentagdes mistas foram estudadas por outros
pesquisadores, porém ndo com as cepas microbianas e
fonte de carbono aqui investigadas. Wang et al. (2013)
conduziram uma fermentagdo utilizando uma cultura mista
de Saccharomyces cerevisiae e Acetobacter pasteurianus em
um meio de cultivo com glicose como fonte de carbono.
O processo foi iniciado com 4% de etanol e 90 g L' de
glicose, sob temperatura de 32 °C e taxa de aeragdo de 0,2

vvm. Os volumes de inéculo utilizados foram 16% para 4.
pasteurianus € 0,06% para S. cerevisiae. Durante o processo,
o mosto foi suplementado com 120 g L' de glicose apds 20
e 40 horas de fermentagdo. O rendimento médio de acido
acético obtido foi de 66,0 g L', valor inferior ao obtido na
presente pesquisa.

Embora Wang et al. (2013) tenham utilizado um
monossacarideo  diretamente assimilavel, a glicose,
como fonte de carbono, o presente estudo obteve
resultados superiores em rendimento de acido acético
(% v/v). Ressalta-se que a glicose nao necessita de
enzimas adicionais para sua quebra e utilizagdo pelos
microrganismos. Em contraste, a lactose, um dissacarideo,
exige que a levedura K. marxianus produza inicialmente a
enzima B-galactosidase para degradar a lactose em glicose
¢ galactose. A glicose ¢ consumida preferencialmente, e,
apos seu esgotamento, a fase exponencial desacelera antes
de retomar com o consumo da galactose, a nova fonte de
carbono.

Apesar de as condi¢des experimentais serem distintas
entre a presente pesquisa ¢ o estudo de Wang et al. (2013),
acredita-se que alguns fatores utilizados pelos autores
poderiam ter favorecido os ensaios realizados. Esses fatores
seriam uma maior concentra¢do de etanol presente no inicio
da fermentag@o, maior volume de inoculo, acragao do meio
(O), além de alimentagdo em fonte de carbono no decorrer
do processo.

Wang et al. (2013) identificaram que o emprego
de culturas mistas apresenta vantagens como a reducdo
do tempo de fermenta¢do, a minimizacdo de perdas no
processo ¢ o aumento da produgdo de dacido acético.
Logo, esse tempo economizado poderia ser utilizado para
prolongar o processo, realizar outros processos em batelada
ou no caso de aplicagdes industriais promover a renovagao
de ciclos fermentativos, com o proposito de aumentar a
producdo tanto de etanol quanto de 4cido acético. Também
¢ importante destacar que o fator temperatura, que foi o
parametro avaliado nesta pesquisa para a formacao do acido
acético, ndo deve ser desconsiderado.

As reagdes devem ocorrer sob condigdes processuais
ideais, que incluem pH, temperatura, agitacdo, aeragdo,
concentragdo e tipo de substrato. Esse substrato pode ser
uma fonte agucarada proveniente de frutas, cereais, vegetais,
mel, misturas de vegetais, xaropes, vinhos, subprodutos
ou coprodutos industriais, entre outras matérias-primas.
E essencial minimizar os interferentes no processo para
garantir a multiplicagdo ¢ o crescimento celular, e, assim,
obter os produtos desejaveis (Palma et al., 2001; Gava;
Silva; Frias, 2008; Hadiyanto et al., 2014).
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Tabela 2 — Resultados para a cinética dos processos fermentativos associados em 43 horas

ENSAIO TEMPERATURA Bromassa ETANOL AcIDO ACETICO ) RENDIM]::NTO EM
°O) (c L-1) (¢ L-1) (¢ 100 mL-1) ACIDO ACETICO (%)
1 26 0,51+0,01 0,28+0,04 0,26+0,12 70,18+0,04
2 29 0,42+0,10 0,23+0,01 0,06+0,07 49,29+0,03
3 32 0,78+0,05 1,710,11 0,27+0,08 85,83+0,05
4 35 1,43+0,07 5,96+0,01 0,28+0,05 98,37+0,11
5 37 2,17+0,13 4,63+0,09 0,38+0,04 39,55+0,01

Fonte: Elaborada pelos autores deste artigo (2024)

Figura 1 — Cinética do processo fermentativo associado para os ensaios (1), (2), (3), (4) e (5)
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Para Palma et al. (2001) e Parrondo et al. (2003), a
fermentacdo acética ¢ um processo oxidativo realizado por
bactérias estritamente aerdbias, ou seja, que necessitam
da presenga de oxigénio. Nesta pesquisa, apesar da
incorporacdo de oxigénio por meio de agitacdo, a
quantidade fornecida pode ter sido insuficiente, o que pode
ter resultado na baixa formagao de acido acético observada.

Conforme mencionado por Hadiyanto et al. (2014),
a temperatura desempenha um papel fundamental como
variavel que afeta significativamente a produgdo de etanol,
o que foi confirmado na presente pesquisa. Ressalta-se que,
para se obter bons rendimentos de etanol, as temperaturas nao
devem ser muito elevadas, pois isso pode causar a evaporagdo
do etanol e afetar as fermentagdes paralelas que produzem
compostos secundarios. Por outro lado, temperaturas muito
baixas resultam em baixa produgdo de etanol. Os melhores
resultados foram observados nos ensaios 4 ¢ 5 (Figura 1),
realizados a 35 °C e 37 °C, respectivamente, que favoreceram
o crescimento da levedura K. marxianus (termotolerante) ¢ da
bactéria A. aceti.

Observou-se que em todos os ensaios fermentativos
associados houve formagdo de acido acético, embora em
concentragdes que possam ser aumentadas. Isso pode ter
sido influenciado pelo método de inser¢do de oxigénio por
agitacdo orbital, que pode ter facilitado a movimentagao
do fermentado, promovendo a evaporagdo do etanol e/
ou inibindo a produ¢@o de acido acético devido a ruptura
do véu formado pelas bactérias acéticas. Durante as
fermentacdes, notou-se uma alta produgdo de gas, mesmo
com alivio de pressdo no reator, o que sugere perdas por
evaporagao do etanol, um composto volatil.

No que se refere ao desenvolvimento tecnoldgico aqui
apresentado, destaca-se que os processos tradicionais para
a producdo de 4cido acético, acido acético fermentado
ou produto acético requerem convencionalmente duas
fermentacdes distintas: uma alcodlica e outra acética.
A inovagdo consiste em promover o processo fermentativo
em um Unico fermentador e durante o mesmo tempo. Em
vez de conduzir uma fermentagdo para a producao de etanol
e outra subsequente para a conversao desse etanol em acido
acético, o novo método permite a producdo simultinea
de etanol e de 4cido acético. O processo tem inicio com a
fermentacdo para a geracdo de etanol. Apoés alcancar uma
quantidade suficiente desse composto, introduz-se um
microrganismo capaz de converté-lo em 4cido acético,
iniciando, assim, sua producao. Além disso, dependendo do
objetivo do bioprocesso, ¢ possivel direcionar a conversao
para a obten¢ao de outros acidos organicos.

Em comparacdo com os métodos atualmente
disponiveis na industria, o novo sistema de producdo de
acido acético proposto busca implementar um processo
inovador que se diferencia dos sistemas convencionais pela
reducdo dos custos e do tempo de operagdo. Além disso, ndo

ha documentagdo publica que permita inferir essa solugdo
especifica, que também contempla a producdo simultanea
de etanol e de acido acético (fermentado acético ou produto
acético). O processo ainda gera, como subproduto, biomassa
com caracteristicas simbidticas, incluindo propriedades
prebidticas e probioticas.

A Dbiomassa microbiana proteica formada como
produto secundario nessa fermentagdo associada pode
ser denominada simbiotica devido as suas propriedades
prebidticas ¢ probidticas. Trata-se de uma proteina
unicelular alimentar obtida a partir de fontes de proteina
ndo convencionais, ¢ que pode ser utilizada como alimento
para humanos ou animais. E importante destacar que
os prebidticos estimulam o crescimento de bactérias
benéficas no organismo, promovendo melhorias no
sistema imunoldgico. Por outro lado, os probidticos sdo
microrganismos vivos que, quando administrados em
concentragdes adequadas, oferecem beneficios a satude do
hospedeiro (Maestre et al., 2021).

O desenvolvimento tecnolégico impacta a sociedade
do ponto de vista econdmico, ambiental e social. Assim,
com relacdo as questdes econdmicas, 0 presente processo
impacta na sociedade quando se refere a redugdo de custos
operacionais e processuais, a diminuicdo dos periodos
ociosos na produgdo, como os relacionados a carga e
a descarga dos reatores, ¢ a lavagem ¢ secagem dos
equipamentos entre as etapas de fermentag@o, assim como
a minimizacao dos problemas decorrentes de dois processos
sequenciais ¢ a melhoria no tempo de processamento
resultardo em um aumento dos lucros. Isso ocorre porque
os produtos de interesse mencionados ja t€ém uma aplicagdo
consolidada no mercado global.

Os aspectos ambientais sdo influenciados pela
eliminacdo de uma etapa fermentativa, além de a producao
de residuos solidos, liquidos e gasosos ser reduzida
para tornar minimo os impactos ambientais e os custos
associados ao tratamento desses residuos. Isso promove
a qualidade de vida, preserva os recursos naturais para as
futuras geragdes e busca alternativas vidveis e seguras
para praticas de producdo sustentaveis e conscientes, sem
comprometer o meio ambiente.

Por fim, no ambito social, a aprimora¢do dos
processos impacta na geragdo de empregos devido a
criagdo de empregos diretos ¢ indiretos, desde a operagdo
das instalagdes até a manutencdo ¢ o transporte, além de
fomentar o desenvolvimento comunitario, destaca-se a
importancia de impulsionar a criagdo de infraestruturas
locais, como estradas, servigos de saude e educacdo.
A satde também ¢ influenciada por contribuir para a
producdo de alimentos ¢ de bebidas que tém beneficios
para a saude, como os probidticos ou os prebidticos,
que promovem a saude digestiva, atuando também na
seguranga alimentar ou, ainda, na seguridade do alimento.
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E o desenvolvimento econdmico, em detrimento da
presenca de instalagdes de fermentagdo, pode estimular a
economia local ao aumentar a demanda por matérias-primas
e servicos, beneficiando fornecedores e empresas locais.

4 Consideracoes Finais

O objetivo deste estudo foi desenvolver um processo
fermentativo sequencial combinado que integra a levedura
termotolerante K. marxianus com a bactéria acética A. aceti,
utilizando o permeado de soro de queijo como substrato
fermentativo. O intuito foi estabelecer um processo
sustentdvel e ambientalmente correto para a producdo
simultidnea de etanol e de acido acético, preenchendo uma
lacuna na area de processos microbianos associados na
literatura.

Os resultados indicam a necessidade de testar diferentes
condigdes experimentais ¢ métodos de producdo para atingir
um teor de acido acético igual ou superior a 4%, conforme
exigido pela legislagdo brasileira para a classificacdo do
fermentado acético como vinagre. Recomenda-se, portanto,
a realizacdo de ensaios fermentativos iniciais utilizando
apenas a cepa de levedura para promover a produgdo
de etanol antes da introducdo da bactéria acética. Essa
abordagem pode potencialmente melhorar a conversdo de
etanol em acido acético de forma a atender o que ¢é previsto
na legislacdo.

Observou-se que, no ensaio com a maior produgdo
de acido acético, o acido continuava a ser liberado no
meio reacional até o final do processo, apos 43 horas. Isso
sugere que um prolongamento da fermentagdo poderia ter
aumentado a quantidade de acido acético produzido.

No geral, mesmo que os resultados ndo tenham sido
altamente expressivos, o estudo demonstra o potencial do
permeado de soro de queijo como um substrato de valor
agregado para a industria lactea, promovendo a redugdo
dos custos de tratamento desse residuo. Adicionalmente, a
combinacdo das etapas de fermentagdo alcodlica e acética
em um Unico processo, junto com a producdo de biomassa
com caracteristicas simbidticas (prebidtica e probidtica)
em um Unico fermentador, representa uma abordagem
inovadora e promissora para processos fermentativos
integrados.

5 Perspectivas Futuras

Com base nos resultados obtidos, diversas diregdes
de pesquisa e de desenvolvimento sdo sugeridas para
o aprimoramento do processo fermentativo sequencial
utilizando Kluyveromyces marxianus e Acetobacter aceti
com permeado de soro de queijo. Essas perspectivas visam
a superar as limitagdes observadas, otimizar a eficiéncia

do processo e expandir suas aplicagdes em contextos
industriais e sustentaveis.

1) Otimizagdo das condi¢des experimentais.

Estudos futuros devem explorar variagdes nos
parametros operacionais, como pH, temperatura, agitagao e
aeragdo, com o0 objetivo de identificar as condigdes ideais
que maximizem a produgdo de etanol e de acido acético.
Além disso, é fundamental avaliar a influéncia desses
fatores na taxa de conversdo ¢ no rendimento global dos
produtos.

2) Prolongamento da fermentacao.

A continuidade da producdo de acido acético até 43
horas sugere a possibilidade de prolongar o tempo de
fermentacdo. Ensaios adicionais devem investigar o impacto
do aumento do tempo de processo no rendimento final de
acido acético, buscando maximizar sua concentragao.

3) Uso de substratos alternativos.

A incorporagdo de fontes alternativas de substrato de
baixo custo, em combinacdo com o permeado de soro de
queijo, pode trazer beneficios econdmicos e ambientais.
Estudos devem focar na analise das concentragoes ¢ das
interacoes desses substratos, avaliando sua contribui¢do
para a viabilidade do processo.

4) Caracterizag@o da biomassa simbidtica.

A Dbiomassa simbidtica gerada merece uma
caracterizagdo detalhada, especialmente no que diz respeito
as suas propriedades prebidticas e probidticas. Esses
estudos podem abrir caminhos para o uso dessa biomassa
como ingrediente alimentar ou suplemento, ampliando as
aplicagdes do processo para diferentes setores industriais.

5) Escalonamento ¢ viabilidade industrial.

A integragdo das etapas de fermentacdo alcoodlica
e acética em um unico fermentador representa uma
abordagem inovadora. No entanto, testes em escalas
maiores sdo essenciais para avaliar a viabilidade técnica
e econdmica do processo em condigdes industriais,
permitindo sua eventual implementagdo em larga escala.

6) Avaliagdo de impactos ambientais e econdmicos.

E importante realizar uma analise abrangente dos
impactos ambientais ¢ econdomicos do processo proposto.
Isso inclui a redugdo dos custos associados ao tratamento
de residuos ¢ a sustentabilidade geral do uso de permeado
de soro de queijo como substrato. Tais avaliagdes ajudardo
a validar os beneficios desse processo no contexto da
economia circular.

Por fim, essas diregdes futuras tém o potencial de
resolver limitagdes existentes e promover praticas mais
eficientes e sustentaveis na producdo de acido acético e
de etanol. A implementagdo das melhorias sugeridas pode
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impulsionar a adogdo do processo em diferentes setores,
contribuindo para uma produg¢ao industrial mais inovadora e
alinhada as demandas ambientais.
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