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EFEITO DO SISTEMA DE FERMENTACAO, DA ADICAO DE ETANOL AO
TRATAMENTO ACIDO E DA CONTAMINACAO POR Lactobacillus sp NA
PRODUCAO DE ETANOL

Autor: MARCELO AUGUSTO DE SOUZA COSTA
Orientador: Profa. Dra. SANDRA REGINA CECCATO ANTONINI

RESUMO

A fermentacdo é uma das etapas mais criticas do processo de producéo de
etanol combustivel. Alguns fatores influenciam diretamente na eficiéncia
fermentativa, como por exemplo, o sistema de fermentacdo utilizado, a linhagem
selecionada empregada e a contaminacdo por bactérias, especialmente as do
género Lactobacillus. Para controle das bactérias, as industrias aplicam antibioticos
e biocidas, porém, esses produtos podem acarretar aumento de custo e problemas
ambientais para a industria. O tratamento acido (solu¢do de acido sulfurico, pH 2,0)
do fermento empregado entre os ciclos fermentativos nem sempre é eficaz para
combater a contaminacao bacteriana. Nesse contexto, o presente trabalho teve por
objetivos inicialmente avaliar o efeito do sistema de fermentacao -batelada simples e
batelada alimentada - sobre a contaminacdo do mosto de caldo de cana com as
bactérias Lactobacillus, em fermentacdo com seis reciclos celulares conduzida pela
levedura industrial Saccharomyces cerevisiae PE-2. Em seguida avaliou-se o efeito
da adicdo de etanol ao tratamento &cido para o controle do crescimento de L.
fermentum, em fermentacdo em batelada alimentada com reciclo celular. Em
sistema de batelada alimentada, verificou-se maior producdo de etanol, maior
eficiéncia fermentativa e maior variacdo logaritmica de crescimento da levedura. A
bactéria L. fermentum foi mais prejudicial a fermentacdo do que L. plantarum,
resultando em maior sobra de aclcar no meio fermentado e menor eficiéncia
fermentativa, nos dois sistemas. O efeito das contaminacdes no sistema de batelada
simples foi maior do que no sistema de batelada com alimentagcido especialmente
pelo fato de a alimentacdo permitir um maior desenvolvimento da levedura, que
pode assim competir em melhor condicdo com a bactéria contaminante. Em relacéo
a modificacdo do tratamento das células entre os ciclos fermentativos, sé com o
tratamento &cido, a populacéo de L. fermentum reduziu quase 3 ciclos log ao final do
sexto ciclo fermentativo, no entanto, quando se adicionou 5% de etanol a solucéo
acida, a bactéria perdeu completamente a viabilidade celular ja ao final do primeiro
ciclo fermentativo com o tratamento. Nao houve alteragdo na producgéo de etanol na
fermentacdo contaminada com L. fermentum, comparando-se 0s tratamentos
celulares com e sem adicdo de 5% de etanol. O tratamento acido + 5% de etanol foi
capaz de reduzir a populacdo de L. fermentum sem causar impacto a eficiéncia
fermentativa, e com uma concentracao de ART residual baixa (cerca de 4 g/100 mL),
ao final de 6 ciclos fermentativos de 9 horas, em sistema de batelada alimentada.

Palavras-chave: batelada alimentada, bactéria contaminantes, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus plantarum, Saccharomyces cerevisiae.
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EFFECT OF THE FERMENTATION SYSTEM, THE ADDITION OF ETHANOL TO
THE ACID TREATMENT AND THE CONTAMINATION BY Lactobacillus sp ON
THE ETHANOL PRODUCTION

Author: MARCELO AUGUSTO DE SOUZA COSTA
Adviser: Prof Dr SANDRA REGINA CECCATO ANTONINI

ABSTRACT

The fermentation is one of the most critical steps of the fuel ethanol
production. Some factors directly influence the fermentation efficiency, such as the
fermentation system, the selected yeast and the bacterial contamination, especially
from the genus Lactobacillus. For the control of the contamination, the industries
apply antibiotics and biocides, however, these products can result in increased cost
and environmental problems for the industry. The use of the acid treatment (sulphuric
acid solution, pH 2.0) of the cells between the cycles of fermentation is not always
effective to combat the bacterial contamination. In this context, the present study
aimed to evaluate the effect of fermentation system — simple batch and fed batch —
on the contamination of the sugarcane juice with Lactobacillus sp, in a cell-recycled
fermentation with the selected yeast strain of S. cerevisiae PE-2. Following, the effect
of ethanol addition to the acid treatment was evaluated to control the bacterial growth
in fed-batch system with cell recycle. In the fed-batch system, a higher ethanol
production and efficiency was verified, as well as a higher logarithmic variation of the
yeast growth. The bacterium L. fermentum was more harmful to the fermentation
than L. plantarum, resulting in more sugar left in the fermented must and lower
fermentative efficiency, in both systems. The effect of contaminations in the single
batch system was higher than in the fed-batch system especially since the substrate
feeding allowed a better yeast development, which could be more competitive with
the contaminant bacterium. Regarding the modification in the acid treatment
performed between the fermentative cycles, only with the acid treatment, the
population of L. fermentum reduced almost 3 log cycles at the end of the sixth
fermentative cycle, however, when 5% of ethanol was added to the acid solution, the
bacterium lost completely the cell viability right after the first fermentative cycle.
There was no alteration in the ethanol production in the fermentation contaminated
with L. fermentum, comparing the cell treatments with and without the addition of 5%
ethanol. The acid treatment + 5% ethanol was able to reduce the population of L.
fermentum without impact to the fermentative efficiency and with a low residual sugar
concentration in the fermentative must (around 4 g/100 mL), at the end of six nine-
hour fermentative cycles, in fed-batch system.

Key-words: fed-batch, bacterial contamination, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus plantarum, Saccharomyces cerevisiae.



INTRODUCAO

A industria sucroenergética no Brasil traz muitos beneficios para as regifes
onde se encontra, pois propicia muitos empregos (diretos e indiretos) fazendo que
tenha um grande impacto ndo sé na economia local, mas também na economia do
pais. A obtencdo do etanol combustivel é produzida a partir da fermentacdo de
acucares pela levedura Saccharomyces cerevisiae, a qual converte o substrato em
etanol. Este micro-organismo € capaz de resistir a condicdes de estresse e
apresenta alta eficiéncia fermentativa, crescimento rapido, uso eficaz do acgucar, alta
capacidade de produzir etanol, os quais séo fatores fundamentais para a producéo
em escala industrial. Atualmente o setor utiliza leveduras isoladas do proprio
processo fermentativo, conhecidas como leveduras personalizadas, as quais sdo
utilizadas como in6culo nas industrias na safra seguinte. Dentre as selecionadas, as
linhagens PE-2 e CAT-1 séo responsaveis pela maior parte do etanol produzido no
Brasil.

No Brasil, ha dois tipos distintos de processo fermentativo, 0 processo
continuo e o processo descontinuo, sendo que no processo descontinuo ha dois
subgrupos, o processo de batelada simples e o processo de batelada alimentada. O
processo mais utilizado no Brasil € o de batelada alimentada com reciclo celular.
Basicamente, o que difere um do outro é que no sistema de batelada alimentada s&o

realizadas alimenta¢gGes dosadas do substrato em intervalos de tempo, enquanto no



sistema de batelada simples o substrato é adicionado nas dornas ja com o volume
final. Uma das vantagens de se realizar o sistema de batelada alimentada é que ha
uma maior maximizag&o dos lucros, devido sua alta produtividade, alto crescimento
celular e um menor indice de contaminagéo.

A fermentacdo é uma das etapas mais criticas do processo de producéo de
etanol, pelo fato do agente ser um micro-organismo e também pela facilidade que se
tem de contaminacdo bacteriana no processo. Essa contaminagcdo € uma das
responsaveis por ocasionar grandes perdas na producao do etanol, além do fato de
reduzir a eficiéncia fermentativa, pois as bactérias presentes no caldo acabam
utilizando os acucares presentes no caldo de cana para produzir outros compostos
que ndo sao de interesse da inddstria sucroenergética.

As bactérias contaminantes que sdo mais encontradas na fermentagéo
alcoolica industrial sdo na maioria Lactobacillus e Bacillus, e podem ser provenientes
de varios lugares, como por exemplo, equipamentos e utensilios mal higienizados
que sao utilizados no processo e do proprio campo. A contaminagdo no processo
também ser devido a natureza do processo industrial, pois se trata de um grande
volume de substrato processado, causando certa dificuldade no controle e assepsia
do processo fermentativo.

O género mais abundante no processo € de fato o Lactobacillus, sendo
tradicionalmente classificado em dois sub-grupos de acordo com as vias metabdlicas
utilizadas para converter os substratos em produto, as bactérias homofermentativas
e as heterofermentativas, representadas por Lactobacillus plantarum e Lactobacillus
fermentum, respectivamente.

Portanto, pesquisas que visem uma melhor compreensdo dos efeitos
provocados pela contaminacdo das bactérias L. fermentum e L. plantarum no
processo de fermentacdo alcOolica sdo muito importantes. Como o sistema de
fermentacdo pode interferir no rendimento fermentativo, € também relevante avaliar
em que extensdo o sistema fermentativo pode afetar a contaminagéo bacteriana, o
gue motiva a execucao do presente trabalho.

Para combater os problemas causados principalmente pela contaminagéo por
bactérias, as destilarias utilizam o tratamento acido do fermento, que consiste na
mistura da massa celular centrifugada apos a fermentacdo, com uma solucéo de

acido sulfurico, pH 2,0 a 2,5, por um periodo de 2 horas em média. No entanto, esse



tratamento pode nado ser suficiente para diminuir os niveis de contaminacao, o que
leva as industrias a procurar por outras alternativas.

A utilizacdo de antibidticos convencionais e biocidas € muito frequente nas
destilarias para o combate da contaminac&o bacteriana, no entanto, o alto custo e os
residuos que permanecem nos subprodutos acabam por inviabilizar o seu emprego.
Além disso, pode ocorrer problema ambiental quando se utiliza o tratamento com
antibiético, pois apdés a fermentacdo, a vinhaca (residuo da destilacdo do mosto
fermentado) é reutilizada nos campos como adubo e tracos dos antibioticos podem
voltar para o campo, causando um efeito de resisténcia das bactérias ou
selecionando as bactérias resistentes para aquele determinado antibiotico. Assim,
guando ocorrer a contaminacao bacteriana no processo fermentativo novamente, o
antibiotico pode ndo mais fazer efeito sobre as bactérias, demandando aumento da
dose ou substituicdo por outro antibidtico.

Considerando que a utilizacdo de antibidticos deva ser minimizada e
baseando-se em trabalhos anteriormente realizados, procurou-se também avaliar no
presente trabalho o efeito da adicdo de etanol ao tratamento acido do fermento para
verificar o efeito sobre a contaminacdo por L. fermentum e sobre a levedura do
processo. A utilizacdo do etanol ndo iria gerar um custo extra para a industria visto
ser o produto principal da mesma e eliminaria os efeitos residuais sobre a biomassa

da levedura e vinhaca, os quais sdo subprodutos da industria do bioetanol.



OBJETIVOS

Geral:

O presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito do sistema de
fermentacado - batelada simples e batelada alimentada - sobre a contaminacéo
do mosto de caldo de cana com bactérias Lactobacillus sp, e uma forma de
controle do crescimento bacteriano baseado em uma modificacdo na etapa do

tratamento acido.

Especificos:

- Avaliar o efeito da contaminacdo do mosto de caldo de cana por
Lactobacillus fermentum e Lactobacillus plantarum, em sistema de batelada
alimentada comparada com batelada simples, em fermentacdo conduzida pela
levedura S. cerevisiae linhagem selecionada PE-2, com base nos parametros
fermentativos bem como verificar se ha relacdo entre a espécie da bactéria
contaminante e o sistema de fermentacdo quanto aos efeitos sobre os parametros

fermentativos;



- Avaliar a adicdo de etanol ao tratamento acido realizado entre os ciclos
fermentativos tem-se efeito sobre a bactéria contaminante e a levedura do processo,
reestabelecendo os parametros fermentativos aos niveis de uma fermentagdo sem

contaminagao.



REVISAO DA LITERATURA

1 Setor sucroenergético

O setor sucroenergético € um dos principais setores do agronegécio
brasileiro, com contribuicdo importante e direta para o PIB nacional. O produto
‘etanol’ produzido pelo setor € um dos biocombustiveis mais consumidos no mundo,
sendo os Estados Unidos e Brasil os maiores produtores mundiais (BASSO et al.,
2011). Segundo o terceiro levantamento da CONAB (Companhia Nacional de
Abastecimento), realizado no més de dezembro de 2016, a safra 2016/17 de cana-
de-acucar foi de 694,54 milhdes de toneladas, um crescimento avaliado em 4,4% em
relacdo a safra 2015/2016. No entanto, houve uma reducéo de 8,5% na producao de
etanol em razdo da preferéncia pela producdo de acucar. A producdo de etanol
anidro devera ter um aumento de 1,5% devido ao aumento do consumo da gasolina
em detrimento ao etanol hidratado (CONAB, 2017).

No Brasil, o estado que mais contribui para o setor € o estado de Sao Paulo,
sendo o maior produtor de cana-de-agucar do Brasil, consequentemente o0 maior
produtor de alcool e aglcar do setor sucroenergético. A contribuicdo do estado de
Séo Paulo para o setor € de 52% (4.498,3 mil hectares), seguido por Goias com
10,4% (885,8 mil hectares), Minas Gerais com 10,1% (866,5 mil hectares), Mato



Grosso do Sul com 7% (596,8 mil hectares), Parana com 6% (515,7 mil hectares),
Alagoas com 3,7% (323,6 mil hectares), Pernambuco com 3% (254,2 mil hectares) e
Mato Grosso com 2,7% (232,8 mil hectares). Estes oito estados sdo responsaveis
por 94,9% da produgcdo do Brasil (CONAB, 2016). Fica evidente que o setor
sucroalcooleiro vem passando por uma grande expansdo e o aumento na demanda
do etanol se torna cada vez maior. Um dos fatores que contribuiu para o0 aumento da
demanda do etanol é o aumento no percentual de 25% para 27,5% de etanol anidro
adicionado a gasolina. Esta mudanca foi resultado da alteracdo na legislacao, com a
publicacdo da Lei n° 13.033, em 25 de setembro de 2014, que condicionou o
aumento da mistura a comprovacao de sua viabilidade técnica segundo a unido da
industria de cana-de-agtcar (UNICA, 2015).

Embora o cenario da producdo se mostre positivo para o0 setor
sucroenergético mesmo apos anos da implantacdo da producdo de etanol em larga
escala no Brasil, tem-se notado cada vez mais frequente a palavra “crise” no setor
sucroenergético. Mesmo diante de um crescimento vertiginoso da producdo na
ultima década, a persistente dificuldade financeira, o endividamento e a baixa
lucratividade sdo aspectos mais ressaltados nas cinco ultimas safras (SANTOS et
al., 2016). Muitas das dificuldades enfrentadas pelo setor atualmente devem-se aos
efeitos de variacdes no clima (MARTINS; OLIVETTE, 2015) e ao comprometimento
da receita das industrias com despesas operacionais (FIGLIOLINO, 2012; NASTARI,
2014; NEVES, 2014; NASCIMENTO, 2014), as quais ilustram o momento,
contrastando com o tamanho e potencial dessa agroindustria (SANTOS et al., 2016).

N&o é a primeira vez que 0 setor sucroenergético passa por dificuldade. A
crise de 1989 perdurou até o inicio da década de 2000, em razdo da queda na
cotacdo do petrdleo (RAMOS, 2012). Apesar da crise atual, assim como em 1989,
ha um cenério de otimismo para recuperacdo do setor, haja vista a producdo da
cana-de-agucar que vem crescendo a cada ano, comprovando a for¢a e o potencial
do setor. Outra alternativa que o setor vem buscando € a pesquisa por novas fontes
de renda, como por exemplo, a queima do bagaco para a co-geracdo de bioenergia,
a qual se tornou uma terceira fonte de renda para as industrias sucroenergéticas, ao
lado do acgucar e etanol.

O setor sucroenergético tem se concentrado cada vez mais nas pesquisas
para a producao de etanol de segunda geracao. Atualmente, o governo federal e a

iniciativa privada vém incentivando a producdo de combustiveis provenientes de



fontes renovaveis, as quais podem ser Oleos vegetais, materiais lignoceluldsicos,
entre outros. Dentre os mais variados tipos de biocombustiveis, o etanol proveniente
dos materiais lignocelulésicos tem encontrado ampla aceitacdo por serem oriundos
de fontes renovaveis, reduzirem o descarte de residuos agroindustriais no meio
ambiente e por agregarem valor a materiais de baixo valor agregado, o que pode
resultar em uma nova fonte de renda para os produtores rurais (LIMA et al., 2015)

No contexto da producgéo de etanol a partir de caldo e melago, o setor tem se
voltado mais intensamente para as pesquisas e estudos para otimizar 0S processos
na producdo do etanol, bem como a diminuicdo nos prejuizos. O processo de
fermentacdo € um dos principais alvos da industria do etanol combustivel, visando
otimizar e reduzir perdas na producdo de etanol, como por exemplo, por
contaminac&o bacteriana. Portanto, é fundamental e necessario o conhecimento das
condicBes do processo e dos fatores que interferem na producao de etanol (FERRI
et al., 2014).

2 Bioquimica da fermentacéao alcodlica

O etanol pode ser produzido por fermentacdo alcodlica com acucares
fermentesciveis a partir de produtos agricolas, materiais celuldsicos ou residuos de
plantas (BAPTISTA et al., 2006). Atualmente a producao de etanol a nivel industrial,
obtida pela fermentacdo alcodlica, utiliza predominantemente matérias-primas
contendo acucares e amidos, por serem economicamente mais favoraveis (HIRA,
OLIVEIRA, 2009). A producgao do biocombustivel ‘etanol’ no Brasil utiliza a cana-de-
acucar como substrato, a qual apresenta balanco energético mais favoravel que o
milho, por exemplo, para a produgéo de etanol (BASSO et al., 2008; DELLA-BIANCA
et al., 2013).

O processo fermentativo para obtencdo de etanol por via fermentativa é
constituido basicamente de trés etapas: a primeira, o preparo do mosto; a segunda,
0 processo fermentativo; e a terceira, a destilagdo do vinho fermentado. Inicialmente
a cana € moida, obtendo-se um caldo com 78% a 86% de agua e 10% a 20% de
sacarose, além de acUcares redutores, cinzas e compostos nitrogenados, que sao
de 0,8% a 3,5% no total, com pH que varia de 5,2 a 6,8 (LIMA et al., 2001).

O processo de producdo de etanol ocorre pela acdo da levedura S.

cerevisiae, que realiza a conversdao do substrato em etanol (AMORIM, 2005).



Bioquimicamente, a fermentacdo é a oxidacdo incompleta do acucar, gerando como
subproduto um composto organico oxidavel. Inicialmente a sacarose, que € o agucar
de reserva da cana, sofre hidrolise pela enzima invertase sendo convertida em
glicose e frutose. Ambas entram na via glicolitica e, através de uma sequéncia de
reacdes, sdo convertidas a piruvato. Este primeiramente € descarboxilado pela
enzima piruvato descarboxilase, formando acetaldeido e liberando CO..
Posteriormente o acetaldeido € reduzido a etanol, sendo essa reagdo catalisada
pela enzima desidrogenase alcodlica (MISSAWA, 2009).

A fermentacdo alcodlica pode ser entendida como a transformacédo de
acucares em etanol e pode ser esquematizada pela seguinte reacao:

2 ATP + CsH1206 => 2 C2Hs0H + 2 CO2 + 4 ATP

De acordo com a estequiometria, a partir de 1 g de glicose poderiam ser
produzidos 0,51 g de etanol e 0,49 g de dioxido de carbono, porém, varios fatores,
como por exemplo, contaminacdo bacteriana, contaminacao por leveduras nativas,
condi¢cdes ndo ideais de pH e temperatura, entre outros fatores, e até mesmo a
sintese celular e de produtos secundérios, limitam o rendimento estequiométrico a
valores muitas vezes bem inferiores a 100% da conversdo do acucar em etanol
(GUIDINI, 2013).

A fermentacéo alcodlica resulta de dois processos distintos, glicélise (via de
Embden-Meyerhof-Parnas) e o metabolismo anaerdbio do piruvato. Em micro-
organismos eucariéticos, a glicolise realiza-se na matriz citoplasmatica, e divide-se
em duas partes: a fase inicial de seis carbonos e a fase final de trés carbonos. A
finalidade do metabolismo do acgucar é gerar uma forma de energia, a Adenosina
Trifosfato (ATP), que serd empregada na realizacdo de diversas fungdes fisiologicas
(absorcdo, excrecdo e outras) e biossinteses necessarias a manutencao da vida,
crescimento e multiplicacéo da levedura (ROMAO, 2011).

Na fase dos seis carbonos, ocorre a fosforilagdo da glicose, por duas vezes,
originando frutose 1,6-difosfato, com consumo de duas moléculas de ATP. Na fase
dos trés carbonos, ocorre a conversao a piruvato, formando-se quatro moléculas de
ATP. O processo de reducdo de piruvato a etanol pode dividir-se também em duas
etapas: na primeira etapa ocorre a descarboxilagdo do piruvato em uma reagao
irreversivel catalisada pelo piruvato descarboxilase, e na segunda etapa o
acetaldeido é reduzido a etanol (LIMA et al., 2001).
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A transformacdo da sacarose em etanol e CO:2 envolve 12 reacdes em
sequéncia ordenada, cada qual catalisada por uma enzima especifica, conforme
esquema na Figura 1. O etanol e 0 CO2 ndo sao os Unicos produtos obtidos por meio
da fermentacdo alcodlica, além destes h& varios subprodutos que sdo produzidos,
como por exemplo, acidos organicos, outros alcoois e o glicerol, um dos principais
subprodutos da fermentacao (BAI et al., 2008).

Figura 1. Esquema representativo das etapas de conversdo de acucares a etanol
que ocorrem no citosol das células de leveduras.
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Fonte: Do autor, baseado em Nelson e Cox (2014).

3. Sistemas de fermentacao

Ha dois tipos mais utilizados de sistemas de fermentacdo, o processo continuo
e o0 processo de batelada, sendo que no processo de batelada ha dois subgrupos, o

processo de batelada simples e o processo de batelada alimentada, os quais serao
revisados a seguir.
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3.1 Batelada simples

O processo de batelada simples é efetuado com um in6culo por tanque, que
consiste na preparacdo do substrato adequado ao desenvolvimento do micro-
organismo. Segundo Ceccato-Antonini (2010), a fermentagdo alcodlica que se
desenvolve nas dornas de fermentacdo possui trés etapas distintas:

1) A pré-fermentacéo, a qual se inicia quando o fermento (leveduras) &
adicionado ao mosto devidamente preparado e se caracteriza por ativa multiplicagao
das células e elevacéo lenta e gradual da temperatura do meio.

2) ApoOs cinco a seis horas, com pouca espuma, inicia-se a fermentacéo
principal, que é reconhecida pela elevacdo rapida da temperatura, queda da
densidade do mosto por causa do desaparecimento dos acucares e da formacéo
equivalente do alcool.

3) A acidez eleva-se abaixando o pH, desaparecendo as espumas, com
duracédo de 9 a 10 horas.

No processo de batelada, a fermentacdo s6 tem inicio quando toda a dorna é
completada com substrato e ocorre a mistura do mosto com o fermento, e o seu final
€ considerado quando ocorre a “morte” da dorna, ou seja, quando ndo ha mais
atividade das leveduras devido a baixa concentracdo de nutrientes presente no
meio. Geralmente, a fermentacdo tem uma duracédo de 8 a 10 horas. A fermentacéo
em batelada pode apresentar baixa eficiéncia e produtividade quando comparada a
batelada alimentada, pois quando o substrato é adicionado de uma sé vez no inicio
da fermentacdo, ele exerce efeitos de inibicdo (CARVALHO; SATO, 2001;
TOSETTO, 2002; PORTO, 2005).

O processo de batelada simples é econémico, e tem como vantagem as boas
condicdes de higienizacdo, consequentemente menor indice de contaminacéo, e a
possibilidade de realizar manutencdo sempre que for necesséario. Outras vantagens
da batelada sao a flexibilidade de operacéo e condigdo de controle mais estreito da
estabilidade genética do micro-organismo (CARVALHO; SATO, 2001; SCHMIDELL,;
FACCIOTTI, 2001).

Embora o processo de batelada simples tenha um menor indice de
contaminagdo bacteriana comparada ao processo de batelada alimentada devido as
melhores condi¢cbes assépticas do processo, ainda pode-se dizer que ha chances de
ocorrer contaminacao no processo. Levando em consideracao que a fermentacéo é

uma das etapas mais importantes e sem dulvida a mais critica do processo, é
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fundamental que haja muita atencdo para o controle da contaminacdo bacteriana
(CEBALLOS-SCHIAVONE, 2009). O caldo de cana utilizado no processo apresenta
altos teores de nutrientes organicos e inorganicos, altos teores de agucar,
temperatura e pH favoraveis para o desenvolvimento de micro-organismos
contaminantes (GALLO; CANHOS, 1991).

3.2 Batelada alimentada

O processo de batelada alimentada, basicamente, apresenta as
seguintes caracteristicas: inicialmente, um inoculo por tanque é transferido a
partir do tanque de tratamento para os fermentadores; em seguida, apos a
transferéncia do inoculo, realiza-se a alimentacdo dosada do meio e aos
poucos, até o volume desejado. Assim que o substrato é convertido em etanol,
o meio fermentado € enviado para a centrifuga, onde as células de levedura sao
separadas e enviadas para tanques de tratamento, onde séo tratadas a fim de
iniciar um novo ciclo (ANDRIETTA et al., 2011). A Figura 2 traz um esquema
representativo do processo fermentativo em batelada com reciclo de células.

O desenvolvimento de uma estratégia de alimentacdo apropriada é um
ponto importante em fermentacdo em batelada alimentada. Varias estratégias
tém sido desenvolvidas para controlar a concentracdo de nutrientes dentro de
intervalo 6timos, e tem sido aplicada para a cultura de células de alta densidade
de vérios micro-organismos (LEE et al., 1999).

O sistema de batelada alimentada tem grande vantagem de adaptacao
do micro-organismo ao substrato, obtendo uma maior producédo de etanol. As
unidades industriais trabalham com leveduras adaptadas ao substrato, portanto,
as alimentacbes das dornas sdo constantes. Com isso espera-se que O
consumo do substrato seja quase total (MARQUES, 2008).

O cultivo em batelada alimentada possui varias vantagens em termos de
maximizacdo dos lucros por sua alta produtividade, visto o alto crescimento
celular e manutencdo de condicbes que evitam a repressao, permitindo
manipular as variaveis de controle como temperatura, pH, e a velocidade de
alimentacéo do substrato (KIM et al., 2001).

Este tipo de operacdo € interessante por possibilitar a manutencdo da

velocidade de crescimento em altos valores, jA que a alimentagcdo acaba



renovando o meio no fermentador, garantindo certo controle das fontes

necessarias ao crescimento (BETLEM et al., 2002).
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Figura 2. Esquema representativo do processo fermentativo com reciclo de células.
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Fonte: Lopes et al. (2016), modificado

O processo de batelada alimentada apresenta maior eficiéncia
fermentativa, possibilidade de aumento do teor alcodlico e consequentemente
reducdo na quantidade de vinhaca produzida, além de apresentar uma maior
flexibilidade do processo e menor susceptibilidade as contaminacdes
(SCHMIDELL; FACCIOTTI, 2001). Este aumento da eficiéncia fermentativa esta

bY

diretamente relacionado a adaptacdo das células de leveduras ao meio
fermentativo, pois como o substrato € adicionado aos poucos No Processo
fermentativo, ha menos acgucar no meio de fermentacdo fazendo com que as

leveduras tenham um menor estresse osmotico. O estresse osmoético das
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células de leveduras na fermentacéo alcéolica ocorre quando as leveduras sao
expostas as altas concentracdes de acucar (BASSO et al., 2011).

Segundo Lopes et al. (2016), a fermentacdo em batelada alimentada
possui algumas vantagens quando comparada a continua, conforme

apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Esquema representativo das caracteristicas e diferencas entre o0s
processos fermentativo continuo e batelada alimentada com reciclo de células.

Sistema de fermentacao

Caracteristicas Continuo Batelada Alimentada
Rendimento fermentativo (%) 87 - 89,5 88,9-90,5
Contaminacao bacteriana
do mosto (UFC/mL) 3,8-9,9x 107 2,0-3,9x 107
Acido sulfarico
(g/L de etanol produzido) 8-14g/L 6-74g/L
Antibidticos
(g/L de etanol produzido) 57-13¢g/L 3,8-8g/L
Anti-espumante
(g/L de etanol produzido) 0,47 - 0,75 g/L 0,45-10,70 g/L

Fonte: Lopes et al. (2016), modificado.

Uma das caracteristicas do processo industrial brasileiro para producao de
etanol é o reciclo celular, ocorrendo em torno de 400 ciclos fermentativos durante a
safra, cerca de dois reciclos por dia, sendo que pode variar de uma inddstria para
outra. Essa situacdo pode levar as leveduras ao estresse causado pela alta
concentracdo de acuUcar, alto teor alcodlico, baixo pH e competicdo com outros
micro-organismos (LALUCE et al., 1991; DORTA et al.,, 2006). No entanto, as
leveduras tém alguns mecanismos em respostas ao estresse (BROWN et al., 2013;
REIS et al.,, 2013), como por exemplo, o acumulo de trealose e glicogénio
(FERREIRA et al., 1999; PAULILO et al., 2003). A trealose atua como um composto
de protecédo para a célula de levedura, formando uma espécie de membrana a qual
favorece a levedura na tolerancia a desidratacdo e altas concentracbes de etanol
(PANEK et al.,, 1990; FERREIRA et al., 1999). O glicerol, um dos principais
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subprodutos da fermentacédo etandlica, atua como regulador em choques osmoticos
(WALKER, 1998; ALVES, 2000).

Um procedimento comum adotado pelas destilarias brasileiras que empregam
o reciclo das células é o uso de &cido sulfurico, em solugdo com pH na faixa de 2,0 a
2,5, por um periodo de cerca de 1-2 horas (BASSO et al., 2008; LOPES et al., 2016).
Esse tratamento acido tem efeito sobre as bactérias, reduzindo a populacdo em
cerca de 44,5%, e na sua auséncia as fermentacdes industriais estdo sujeitas a
perdas de acUcar devido a contaminagdo bacteriana (GALLO, 1989; LOPES et al.,
2016).

4 Contaminag¢ao no processo fermentativo

Durante o processo de fermentacéo alcodlica para a producao de etanol, em
uma safra, o fermento sofre inUmeras reciclagens e interferéncias externas sejam
elas oriundas do caldo que compdem o mosto, do proprio ambiente, além de outras
fontes, tonando-se vulnerdvel a contaminacdo por outros micro-organismos
principalmente por leveduras nativas (aquelas que ndo sdo colocadas no processo)
e bactérias. Por este motivo, € fundamental o constante monitoramento do processo
fermentativo, sendo a utilizacdo de meios de crescimento diferenciais e seletivos
bastante comuns para este fim (OLIVEIRA; PAGNOCCA, 1988; CECCATO-
ANTONINI; SILVA, 2000).

Devido ao alto volume da producao, a fermentacéo industrial € vulneravel a
contaminagcdo bacteriana e por leveduras nativas (AMORIM; OLIVEIRA, 1982;
BASSO et al., 2008; LUCENA et al., 2010). Estas leveduras nativas competem com
as leveduras industriais adicionadas no processo fermentativo pelo substrato,
ocasionando seérias dificuldades operacionais (OLIVEIRA; PAGNOCCA, 1988;
BASSO et al., 2008; LOPES et al., 2016). Além das leveduras nativas, as bactérias
também competem pelos aglcares e nutrientes presentes no substrato. Esta
competicao causa muitos problemas para a produgao do etanol, tais como a inibigéo
da fermentacao, producao de acidos organicos, reducao do rendimento fermentativo
e a floculacdo (OLIVA-NETO; YOKOYA, 1997; LOPES et al., 2004).

Outro fator que contribui para a contaminag¢do bacteriana é que 0s processos
fermentativos utilizados no Brasil ndo ocorrem de forma estéril e a grande

quantidade de nutrientes disponiveis no mosto 0 torna muito propicio para a
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contaminacdo bacteriana. A contaminacao bacteriana é uma das responsaveis por
grandes perdas na eficiéncia fermentativa. Os prejuizos causados pela
contaminacdo na fermentacdo alcodlica tém inicio na lavoura com a matéria-prima.
A cana-de-agucar excessivamente contaminada, além dos problemas de eficiéncia
no tratamento e limpeza do caldo, leva um grande numero de bactérias e produtos
de seu metabolismo para o processo fermentativo (AMORIM; OLIVEIRA, 1982; KAJI,
CANHOS, 1989).

A origem da contaminagdo microbiol6gica pode ser proveniente da cana-de-
acucar, bactérias vindas do campo ou mesmo proveniente de equipamentos e
utensilios mal higienizados que séo utilizados no processo. Os micro-organismos
epifiticos (crescem e vivem sobre a superficie vegetal) da bainha da cana sédo na
maioria Lactobacillus e Bacillus, sendo estes micro-organismos a principal origem da
contaminacédo do caldo de cana (CEBALLOS-SCHIAVONE, 2009). A contaminacéo
no processo também pode ocorrer devido a natureza do processo industrial e a
grandes volumes de substrato processado, pois geralmente ndo h4 um alto controle
das condicbes assépticas. A contaminacdo € considerada um fator importante
devido a perda de acucares e traz efeitos prejudiciais no desempenho fermentativo,
como baixa producao de etanol, floculacéo e baixa viabilidade da célula de levedura
(SERRA et al.,, 1979; AMORIM; OLIVEIRA 1982; OLIVA-NETO; YOKOYA, 1994;
NARENDRANATH et al., 1997; BAYROCK; INGLEDEW, 2004).

As contaminacdes bacterianas podem chegar as concentracdes de 108 - 10°
células/mL e sdo muitas vezes caracterizadas pelo acimulo de subprodutos como
acido latico e acido acético. Estes acidos organicos podem inibir o crescimento das
leveduras no processo de fermentacdo (BAYROCK; INGLEDEW, 2004; BURTNER
et al., 2009). A maioria dos contaminantes bacterianos durante a fermentacao
alcoodlica é constituida de bactérias produtoras de &acido latico (GALLO, 1989;
LUCENA et al., 2010), provavelmente devido a sua maior tolerancia em meio com
baixo pH e a tolerancia a alta concentracdo de etanol, quando comparado com
outros micro-organismos (KANDLER, 1983; KANDLER; WEISS, 1986; SKINNER;
LEATHERS, 2004).

Levantamentos da predominancia da microbiota presentes no processo
fermentativo mostram que 98,52% das bactérias encontradas e isoladas eram Gram-
positivas, sendo o género Lactobacillus o mais frequente (59,75%) entre eles
(GALLO, 1989; LUCENA et al., 2010; CAETANO; MADALENO, 2011). As bactérias
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Lactobacillus séo tradicionalmente classificadas em dois subgrupos de acordo com
as vias metabdlicas utilizadas para converter os substratos em produto, as
homofermentativas e as heterofermentativa (KANDLER, 1983).

As bactérias homofermentativas produzem &cido latico e ATP a partir de
hexoses, por meio da glicolise, e possuem metabolismo anaerdbio, ndo fermentando
pentoses ou gluconato (CHERUBIN, 2003). As heterofermentativas utilizam outras
vias enziméticas (KANDLER; WEISS, 1986) produzindo &cido latico, etanol ou
acetato, mais CO2 e ATP, a partir de hexoses (AXELSSON et al., 1993; COGAN;
JORDAN, 1994). Com a conversao do acetilfosfato para acetato ao invés de etanol,
€ produzido um ATP adicional. Em seguida, a regeneracdo do NAD+ excedente é
realizada através de um aceptor de elétrons alternativo. Em condi¢Bes aerdébias,
este aceptor alternativo pode ser o oxigénio (CONDON, 1987), mas em condi¢cOes
anaerobias ou mesmo condi¢des limitadas de oxigénio, a frutose pode ser reduzida
a manitol (von WEYMARN et al., 2002). Por isso a frutose se torna um co-substrato
fundamental para os Lactobacillus heterofermentativos, porém a maioria dos
resultados encontrados na literatura sobre os efeitos da contaminacao bacteriana na
fermentacao tem utilizado substratos a base de glicose.

As bactérias Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum e Lactobacillus
vini tém sido referidas como sendo 0s principais agentes responsaveis pela
agregacao de células de levedura, e consequentemente a ocorréncia de floculacao
(YOKOYA; OLIVA-NETO, 1991). A bactéria da espécie L. fermentum & um bastonete
de 0,5 a 0,9 um de largura, sendo que o comprimento varia bastante, podendo
apresentar-se isolado ou aos pares. E Gram-positiva, ndo esporulada e raramente
possui motilidade. As principais caracteristicas fisiologicas dessas bactérias séo:
anaeroébias facultativas, heterofermentativas, catalase negativa, temperatura 6tima
entre 30°C a 40°C e pH na faixa de 5,5 a 5,9 (OLIVEIRA et al., 1995). L. plantarum é
uma bactéria em forma de bastonete, Gram-positiva e encontrada em silagens e em
alguns produtos alimenticios. S&o bactérias homofermentativas e convertem mais de
80% dos acgucares fermentesciveis a lactato (MCFALL; MONTEVILLE, 1989).

Basso et al. (2014) estudaram os efeitos das bactérias L. fermentum
(heterofermentativa) e L. plantarum (homofermentativa) sobre a fermentagao
alcoolica conduzida pela linhagem selecionada CAT-1 e verificaram que as
linhagens apresentaram um comportamento diferente quanto ao consumo do

substrato, sendo que L. fermentum consumiu mais rapido os acglcares em
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comparacdo a L. plantarum. Pode-se notar também que L. fermentum produziu
manitol e menos acido latico e acido acético, em relacdo a L. plantarum, a qual
produziu apenas acido latico, em maior quantidade.

Carvalho-Netto et al. (2015) analisaram a fisiologia molecular da levedura PE-
2 em duas condi¢cdes de fermentacdo: fermentacédo tipica, quando a maioria das
células de levedura estd em suspensao; e fermentacdo com agregados celulares,
com as células floculadas. Observaram o perfil de transcricdo dessa levedura
atraves de RNA-seq em escala industrial em fermentacdo descontinua com
alimentacéo. A analise comparativa das duas condicdes revelou perfis de transcricao
diferenciados principalmente por uma repressédo génica profunda nas amostras com
agregados. Os dados também indicaram que a bactéria L. fermentum era a espécie
bacteriana responsavel pela co-agregacédo da levedura e pelos altos niveis de acidos

organicos detectados nas amostras.

5 Formas de controle do crescimento bacteriano

O controle da contaminacdo bacteriana em fermentagbes alcodlicas nas
indUstrias sucroenergéticas brasileiras tem sido um dos fatores mais importantes
para o aumento da eficiéncia fermentativa (GODQY et al.,, 2008). Geralmente as
indUstrias utilizam antibiéticos para o controle da contaminagdo bacteriana,
chegando a utilizar de 3,8 até 13 g/L de antibidtico dependendo do sistema da
conducdo da fermentacdo (LOPES et al., 2016). Existem metodologias e testes
rapidos para identificar os melhores antibiéticos a serem utilizados, considerando
gue os antibidticos reduzem significativamente a contaminacdo bacteriana nas
usinas (AMORIM; OLIVEIRA, 1982; BORGES et al., 2015).

No Brasil os antibidticos mais utilizados sado a penicilina, tetraciclina e
antibioticos a base de monensina. A penicilina € a mais vantajosa economicamente,
devido sua dosagem ser de 500 a 1000 UI/L mosto, sendo esta dosagem menor que
a dos demais antibidticos disponiveis para uso em fermentacdes. A monensina é
uma substancia monitorada em paises europeus importadores de levedura seca
guanto ao seu residual no produto final. Ambos agem em bactérias Gram-positivas,
sendo a monensina considerada a mais eficiente (BREGAGNOLI, 2006; MORAES et
al., 2006).
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A oxitetraciclina atua em bactérias Gram-negativas e positivas. O mecanismo
de acédo das tetraciclinas estd em bloquear o receptor no ribossomo que se liga aos
t-RNA na transcricdo genética, conferindo capacidade de inibir a sintese proteica e
posterior inibicdo da replicacado das bactérias (SILVA, 2010). O uso indiscriminado e
continuo dos antibidticos convencionais durante os processos fermentativos nas
industrias de alcool provoca seletividade nas cepas de bactérias presentes nestes
processos. Com isso, as bactérias selecionadas tornam-se menos sensiveis a acao
dos antibioticos (CINELLI, 2012).

Além desses, outros tipos de antibioticos sdo também utilizados, como por
exemplo o Kamoran®, o qual age seletivamente como bactericida e bacteriostatico.
Este € obtido através da fermentacao de Streptomyces cinnamonensis que produz o
principio ativo monensina sodica cristalina. Quando o antibiético Kamoran WP foi
lancado, a indicacdo de dosagem era de 1 a 3 ppm, porém ja houve alteracdo em
sua dosagem para 4 ppm, indicando o aumento da resisténcia das bactérias ao
antibiético (QUIMICA REAL, 2009; SILVA, 2010).

A partir de 2007, foram introduzidos novos agentes antimicrobianos para o
controle da contaminacéo bacteriana em funcédo da presséo para reduzir o uso de
antibioticos devido ao efeito residual na biomassa de leveduras, pois ndo € permitida
a utilizacdo de leveduras que contenham residuos de antibiéticos para a producdo
de racdo animal ou para a alimentagdo humana (MENEGHIN et al., 2008; LOPES et
al., 2016).

Dioxido de cloro e acidos derivados do lupulo (fracdo alfa e beta) séo alguns
desses novos antimicrobianos utilizados como alternativas para o controle da
contaminacd@o bacteriana ao invés de antibidticos (GODOY et al., 2008; LOPES et
al., 2016). Um dos biocidas bastante estudados e utilizados séo os biocidas a base
do lapulo. As flores femininas do lUpulo apresentam uma estrutura morfologica
denominada “cone de lupulo”, cujas pétalas contém glandulas de lupulina, que é
constituida por uma resina rica em acidos alfa e beta (RUCKLE; SENN, 2006). Esta
lupulina contém Oleos essenciais (0,2 — 3%), acidos beta ou lupulonas (1,5 — 9,5%) e
acidos alfa ou humulonas (2,0 — 16%) que variam em suas propor¢cdes nas
diferentes variedades da planta. Estes acidos presentes interferem no transporte de
metabolitos na membrana celular e modificam o pH intracelular, o que provoca a
morte das bactérias por meio de insuficiéncia nutricional (SILVA; FARIA, 2008). Para

obtencdo do efeito bacteriostatico, a dosagem do extrato de lupulo deve manter a
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concentracdo minima do principio ativo entre 3 a 5 mg/L. Nessa faixa de dosagem,
nao ha alteracdo no crescimento e metabolismo de S. cerevisiae (OLIVEIRA et al.,
1996). Os biocidas a base de Iupulo atuam principalmente sobre as bactérias dos
géneros Lactobacillus e Pediococcus, limitando seus metabolismos e melhorando as
condicbes fermentativas para as leveduras. Isso proporciona melhores condicbes
para o crescimento das leveduras que irdo fermentar mais rapidamente o mosto e
com maior producdo de alcool (RUCKLE; SENN, 2006).

O diéxido de cloro tem sido utilizado como agente sanitizante com atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e negativas (ZHU et al., 2013). A
utilizacdo desse composto em concentracfes variando de 10 a 125 ppm foram
suficientes para o controle do crescimento de bactérias comumente encontradas na
fermentacdo alcoodlica, com efeito similar ao Kamoran® na concentragdo de 3 ppm
(MENEGHIN et al., 2008). O uso de dioxido de cloro é hoje uma realidade nas
destilarias brasileiras, sendo que o0 seu emprego diminuiu em até 30% o uso de
acido sulfdrico, um decréscimo de cerca de sete vezes no custo com insumos por
metro cubico de alcool produzido em comparacdo com os métodos convencionais, e
a partir do quinto ciclo de fermentagcédo, houve um aumento de 5% no rendimento do
processo (P&S, 2016).

Uma modificacdo no tratamento acido foi proposta por Ceballos-Schiavone
(2009) incorporando etanol a cuba para o controle da contaminacdo bacteriana.
Testando diferentes valores de pH (2,5 e 6,0) e concentragdes de etanol (15, 20, 25,
30 e 35%), verificou-se que as bactérias Lactobacillus se mostraram sensiveis as
concentracbes superiores a 20% (v/v) de etanol, ndo sendo observados efeitos
negativos sobre as células de leveduras quando utilizadas as concentracdes de 20 a
25% (vIv).

Ainda nessa direcdo, Bassi et al. (2013) avaliaram o efeito da adicdo de 13%
de etanol & solucdo de é&cido sulfurico (pH 2,0) para o controle do crescimento de
Dekkera bruxellensis, uma importante levedura contaminante do processo
fermentativo, e verificaram que ocorreu a inibicdo do crescimento de D. bruxellensis
sem significativo efeito sobre a linhagem S. cerevisiae do processo. Houve uma
reducdo na producao de etanol, no entanto, o tratamento proposto teve um efeito
seletivo sobre as leveduras contaminante e do processo, 0 que torna essa estratégia
interessante para ser estudada mais profundamente. Os autores ainda destacam

que a acao sobre bactérias contaminantes deve ser também avaliada.
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CAPITULO 1. Efeito do sistema de fermentacdo sobre a contaminacdo por

Lactobacillus sp no processo de fermentacao alcodlica com reciclo celular

1 Resumo

Na producdo de etanol combustivel, a fermentagdo € uma das etapas mais
criticas. O sistema de fermentacdo utilizado, batelada (simples ou alimentada) ou
continuo, a linhagem selecionada empregada e a contaminacdo por bactérias e
leveduras nativas afetam a eficiéncia fermentativa. As bactérias contaminantes que
sdo mais encontradas na fermentacdo alcodlica industrial sdo na maioria
Lactobacillus, sendo que as maiores ocorréncias sdo de L. fermentum e L.
plantarum. O presente estudo visou avaliar o efeito do sistema de fermentacdo —
batelada simples ou batelada alimentada — sobre a fermentacdo conduzida pela
levedura industrial selecionada Saccharomyces cerevisiae PE-2 e contaminada com
as bactérias L. fermentum e L. plantarum. Foram realizados seis ciclos fermentativos
de 9 horas em caldo de cana 16° Brix, pH 4,5, a 30°C, com reciclo celular. Analises
de pH, alcool, acucar redutor total, nimero de leveduras e bactérias e calculo de
eficiéncia fermentativa foram realizados para avaliar o efeito do sistema de
fermentacdo e da contaminacdo bacteriana sobre a fermentacdo. O sistema de
fermentacdo — batelada simples ou batelada alimentada — afetou os parametros

fermentativos nas fermentagdes contaminadas com as bactérias Lactobacillus. Em
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sistema de batelada alimentada, verificou-se maior producdo de etanol, maior
eficiéncia fermentativa e maior variacdo logaritmica de crescimento da levedura. A
bactéria L. fermentum foi mais prejudicial a fermentacdo do que L. plantarum,
resultando em maior sobra de aclcar no meio fermentado e menor eficiéncia
fermentativa, nos dois sistemas. O efeito das contaminacdes no sistema de batelada
simples foi maior do que no sistema de batelada com alimentacdo especialmente
pelo fato de a alimentagcdo permitir um maior desenvolvimento da levedura, que

pode assim competir em melhor condicdo com a bactéria contaminante.

2 Introducao

O setor sucroenergético é um dos principais setores do agronegécio
brasileiro, contribuindo diretamente para o PIB nacional. Atualmente o setor vem
sofrendo uma grande expansdo no Brasil, devido a demanda pelo etanol
combustivel. Com isso empresas e 6rgaos ligados ao setor vem intensificando cada
vez mais 0s estudos que visam otimizar e reduzir perdas no processo de producao
de etanol. No Brasil, o etanol combustivel € produzido a partir da fermentacédo de
acucares pela levedura Saccharomyces cerevisiae, a qual realiza a conversdo do
substrato em etanol (BASSO et al., 2008; DELLA-BIANCA et al., 2013). Este micro-
organismo é capaz de resistir a condicfes de estresse e apresenta alta eficiéncia
fermentativa, crescimento rapido, uso eficaz do acgucar, alta capacidade de produzir
etanol, os quais sdo fatores fundamentais para a producdo em escala industrial.
Atualmente o setor utiliza leveduras isoladas do proprio processo fermentativo,
conhecidas como leveduras selecionadas ou personalizadas. Dentre elas, as
linhagens PE-2 e CAT-1 sdo responsaveis pela maior parte do etanol produzido no
Brasil (ANDRIETTA et al., 2007).

No Brasil, a fermentacdo pode ocorrer por dois tipos distintos de processo
fermentativo, 0 processo continuo e o0 processo em batelada, sendo que no
processo de batelada ha dois subgrupos, o processo de batelada simples e o
processo de batelada alimentada. Basicamente, o que difere um do outro é que no
sistema de batelada alimentada sdo realizadas alimentacdes dosadas do substrato
em intervalos de tempo, enquanto no sistema de batelada simples o substrato é

adicionado nas dornas ja com o volume final. Uma das vantagens de se realizar o
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sistema de batelada alimentada € a alta produtividade, alto crescimento celular e um
menor indice de contaminacdo (ANDRIETTA et al., 2011).

A fermentacdo é uma das etapas mais criticas do processo de producdo de
etanol, pelo fato de o agente ser bioldgico (micro-organismo) e também pela
facilidade que se tem de contaminacdo bacteriana no processo. Essa contaminacéo
€ uma das responsaveis por ocasionar grandes perdas na producdo do etanol, além
do fato de reduzir a eficiéncia fermentativa, pois as bactérias presentes no caldo
acabam utilizando os agUcares presentes no mosto para produzir outros compostos
gue nédo sao de interesse da industria sucroenergética. As bactérias contaminantes
gue sdo mais encontradas na fermentacdo alcodlica industrial sdo na maioria
Lactobacillus e Bacillus, e podem ser provenientes de varios lugares, como por
exemplo, equipamentos e utensilios mal higienizados que s&o utilizados no processo
e do préprio campo. A contaminacdo no processo também pode ser devido a
natureza do processo industrial, pois se trata de um grande volume de substrato
processado, causando certa dificuldade no controle da higienizacdo do processo
fermentativo (CEBALLOS-SCHIAVONE, 2009).

O género mais abundante no processo é de fato o Lactobacillus, sendo
tradicionalmente classificado em dois sub-grupos de acordo com as vias metabdlicas
utilizadas para converter os substratos em produto, as homofermentativas e as
heterofermentativas, representadas por Lactobacillus plantarum e Lactobacillus
fermentum, respectivamente (BASSO et al., 2014). Portanto, pesquisas que visam
uma melhor compreensao dos efeitos provocados pela contaminacao das bactérias
L. fermentum e L. plantarum no processo de fermentacdo alcOolica sdo muito
importantes. Com isso o trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos da
contaminacdo bacteriana com as bactérias Lactobacillus plantarum e Lactobacillus
fermentum, nos sistemas de batelada simples e batelada alimentada conduzida pela

levedura industrial PE-2.

3 Material e Métodos

3.1 Micro-organismos
As linhagens de bactérias utilizadas neste trabalho foram L. fermentum
CCT5852 (ATCC19255) e L. plantarum CCTO0580 (ATCC8014). Foi utlizada a
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linhagem de levedura industrial selecionada S. cerevisiae PE-2 como levedura do
processo fermentativo. Todas as culturas microbianas pertencem ao banco de
culturas do LAMAM (Laboratério de Microbiologia Aplicada e Molecular)
/CCA/UFSCar-Campus de Araras.

As bactérias estdo sendo mantidas em meio MRS (10 g/L peptona, 8 g/L
extrato de carne, 4 g/L extrato de levedura, 20 g/L glicose, 1 g/L Tween, 2 g/L fosfato
de potassio, 3 g/L acetato de sodio anidro, 2 g/L citrato de amdnia dibasico, 0,2 g/L
sulfato de magnésio, 0,05 g/L sulfato de manganés, em agua destilada; Himedia®) e
a levedura em meio YPD (10 g/L extrato de levedura, 20 g/L glicose, 20 g/L peptona
e 20 g/L Agar, em agua destilada), a 4°C.

3.2 Preparacdo dos in6culos bacterianos e de leveduras

Para o preparo do inéculo da levedura, foram transferidas duas alcadas de
leveduras recém-crescidas em placas de Petri no meio solido YPD, para dez frascos
Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL do meio de crescimento (YPD liquido). Os
frascos foram mantidos durante 24 horas a 30°C, a 160 rpm, sendo em seguida o
meio centrifugado a 3400 rpm por 6 minutos. O sobrenadante foi descartado, a
massa celular obtida ressuspendida e inoculada em caldo de cana na concentracao
de 4°Brix, pH 5,5 por um periodo de 24 horas a 30°C, a 160 rpm em cinco
Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de caldo 4°Brix, até a obtencéo de cerca
de 2 X 10° células/mL. A contagem foi realizada em camara de Neubauer utilizando-
se a solucéo do corante azul de metileno-citrato de sédio para contagem de células
viaveis (LEE et al., 1981).

Para o preparo do in6culo das bactérias, foram transferidas duas alcadas da
cultura da bactéria para um tubo Falcon contendo 30 mL de MRS liquido. O tubo foi
mantido a 35°C por 24 horas. Em seguida, transferiu-se 1 mL da suspensédo da
bactéria para um Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio MRS liquido,
sendo os fracos mantidos durante 24 horas a 35°C. A seguir, a suspensao
bacteriana foi centrifugada a 8000 rpm, por 10 minutos, a 4°C, em centrifuga
refrigerada Eppendorf®, e a massa celular transferida para frasco Erlenmeyer de
250 mL contendo 100 mL de caldo de cana 4°Brix, até a obtengcdo de cerca de 2 x
108 UFC/mL. A padronizacdo do numero de bactérias foi feita apds leitura da
absorbancia (a 540 nm) em espectrofotometro ThermoBiomate®, com base em uma
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curva-padrao “Absorbancia X numero de UFC/mL”, de forma que um valor de
absorbancia (a 540 nm) de aproximadamente 0,5 era equivalente a
aproximadamente 2 X 108 UFC/mL.

As suspensfes de células da levedura e das bactérias foram padronizadas
para a contagem desejada e ressuspendidas em meio de fermentacdo (caldo de
cana 16°Brix, pH 5,5, adicionado de 1 mL/L de solucdo de sais). A solucao de sais
adicionada ao meio de fermentacéo consistiu de 50 g/L de sulfato de amonio, 20 g/L
de fosfato monobasico de potéssio, 10 g/L de sulfato de magnésio, 1 g/L de sulfato
de zinco e 1 g/L de sulfato de manganés, dissolvidos em agua destilada. Essa
solucdo foi esterilizada em autoclave a 120°C, 1 atm, 15 minutos e a seguir
armazenada a 4°C.

O caldo de cana utilizado para o preparo dos meios foi obtido na Usina Séao
Jodo, safra 2016/2017, e armazenado em garrafas plasticas em temperatura de
freezer (-10°C) até o momento do uso. Os meios de caldo de cana foram

esterilizados em autoclave, a 120°C por 15 minutos, 1 atm.

3.3 Processo fermentativo

O processo de fermentacdo foi realizado tanto em batelada simples quanto
em batelada alimentada. No processo de batelada alimentada, o volume inicial foi de
25 mL do meio de fermentagdo, em Erlenmeyers de 500 mL, inoculado com 20 mL
da suspensdao das células microbianas (10 mL de levedura + 10 mL de bactéria, para
as fermentacdes em co-culturas) para uma concentracéo final de cerca de 1 X 108
UFC/mL de leveduras e 1 X 107 UFC/mL de bactérias. Foram realizadas 5
alimentacdes de 31 mL cada (mosto concentracdo de 16°Brix, pH 4,5), em intervalos
de 90 minutos. Apds 7 horas e 30 minutos de fermentacédo, o volume de 200 mL foi
completado e a fermentacdo prosseguiu por mais 1 hora e 30 minutos para a
finalizacdo do teste fermentativo (9 horas de fermentacdo). Os frascos foram
mantidos em estufa sem agitacdo, a 30°C. Para as alimentacfes foram utilizados
tubos falcon estéreis de 50 mL.

Apés o término do periodo de fermentagdo, foi retirada uma amostra para
analise microbioldgica, sendo o restante centrifugado a 8000 rpm, por 10 minutos, a
5°C, em centrifuga refrigerada Eppendorf®. O sobrenadante foi armazenado a -10°C

para analises, as células foram inoculadas novamente em novo meio de
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fermentacdo e o procedimento foi repetido nos préximos ciclos. Foram realizados 6
ciclos de fermentacao de 9 horas.

O processo de fermentacdo em batelada simples foi realizado da mesma
forma que na batelada alimentada, com a diferenca que as células microbianas
foram adicionadas a um volume de 200 mL do meio de fermentacéo, e ndo houve as
etapas de alimentacBes. Os experimentos foram realizados a 30°C por um periodo
de 9 horas de fermentacao, sendo realizados também 6 ciclos fermentativos.

Foram realizadas trés fermentagfes em cada sistema, em triplicata, sendo:

- PE-2

- PE-2 + L. fermentum

- PE-2 + L. plantarum

3.4 Andlises

Foi retirado 1 mL de amostra do meio de fermentacdo no inicio do ciclo 1
(inicial) e ao final dos ciclos 3 e 6, ap6s 9 horas de fermentacdo, para as analises
microbiolégicas. Em seguida, ao final de cada ciclo fermentativo, as células foram
retiradas do meio de fermentacéo por centrifugacdo, a 8000 rpm por 10 minutos, a
4°C, em centrifuga Eppendorf®, e o sobrenadante foi armazenado em tubos Falcon,

a -10°C para as analises fisico-quimicas.

3.4.1 Anédlises microbioldgicas

Para contagem das leveduras, foi realizada uma diluicdo seriada e em
seguida foi realizado o plaqueamento em placas de Petri contendo meio YPD com
adicdo de cloranfenicol (concentracdo final de 50 mg/mL) e tetraciclina
(concentracao final de 50 mg/mL). Em seguida as placas foram incubadas e
mantidas a 30°C por 3 dias, para contagem de UFC/mL. Foram plaqueadas 3
diluicdes (107, 10° e 10°), em duplicata, para cada uma das repeticdes das
fermentacdes.

Das fermentacdes onde houve inoculacdo das bactérias, a amostra retirada
foi diluida em série e em seguida foi realizado o plagueamento em placas de Petri
contendo meio MRS com adigédo de actidione (concentracao final de 5 mg/L). Em
seguida, as placas foram incubadas e mantidas a 35°C por 3 dias, para contagem de
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UFC/mL. Foram plaqueadas 3 diluicdes (10°, 10“ e 10°), em duplicata, para cada
uma das repeticbes das fermentacdes.

O numero inicial de UFC/mL de bactérias e levedura no sistema de batelada
alimentada foi corrigido em funcdo do volume inicial do meio de fermentacdo (45
mL), dividindo o valor obtido apdés a contagem por 4,4 (relacdo do volume
final/volume inicial do meio de fermentacdo, ou seja, 200/45), para fins de
comparacao com os valores obtidos no sistema de batelada simples, onde o volume
inicial de fermentacéo foi 200 mL.

3.4.2 Andlises fisico-quimicas

Ap6s a centrifugacdo do meio fermentado e separagdo das células
microbianas para o reciclo celular, o sobrenadante foi analisado quanto ao pH,
utilizando pH-metro digital MS Tecnopon mPA210; etanol (em g/100 mL), por meio
da destilacdo de 10 mL das amostras em microdestilador Tecnal TE-012 e
determinacdo da densidade da solucdo hidroalcodlica em densimetro digital Anton-
Paar®, conforme Amorim (1997); e acglcar redutor total (ART), pelo método do acido
3,5-dinitrossalicilico (ADNS) conforme procedimento abaixo descrito (MILLER, 1959,
modificado).

Foi transferido 1 mL de cada amostra para bal6es volumétricos de 100 mL,
sendo em seguida, adicionados 30 mL de &agua destilada e 2,5 mL de &cido
cloridrico (HCI) concentrado e homogeneizado. Os balGes foram levados para
banho-maria a 65°C por 15 minutos. As amostras foram resfriadas em agua corrente
e em seguida adicionados 2,8 mL de solucdo de NaOH 12 mols/L e completado o
volume do baldo até o menisco com agua destilada. Foi retirado 1 mL de cada
solucéo preparada transferindo-se para tubos de ensaio, onde foi adicionado 1 mL
da solucéo estoque de ADNS e 1 mL de agua destilada, tendo no total 3 mL. As
amostras foram submetidas ao banho térmico (agua fervente) por 5 minutos, e em
seguida foram resfriadas em agua corrente e receberam 5 mL de agua destilada,
perfazendo um total de 8 mL. Os tubos foram homogeneizados por 5 segundos em
vortex e foi realizada a leitura da absorbancia a 540 nm em espectrofotdmetro digital
(ThermoBiomate® 3). O mesmo procedimento foi realizado utilizando-se agua
destilada ao invés da amostra para se obter o branco da reacéo, necessario para

calibrar o aparelho. Para o céalculo do ART foi elaborada uma curva padréo
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utilizando-se solugéo de glicose em concentracdes variando de 0,12 a 1,2 g/L (R? =
0,9938). A concentracdo de ART nas amostras foi calculada com base na equacéao:

Absorbancia da amostra + 0,0545
0,6863

ART (g/100mL) = ( ) x diluicdo da amostra

3.4.3 Analise estatistica
Os resultados dos testes fermentativos foram analisados pelo teste de analise
de variancia utilizando o esquema fatorial (3 cultivos X 2 sistemas de fermentacdo X

6 ciclos fermentativos) utilizando-se o software Assistat 7.7 Beta.

3.5 Célculo da eficiéncia fermentativa e de variacdo logaritmica
Para o calculo da eficiéncia fermentativa, foi aplicada a formula baseada no
calculo estequiométrico tedrico de Gay-Lussac (0,511 g de etanol/g de glicose), a

seqguir:

[( Etanol
ART Inicial — ARTFinal
0,511

) x100 |

Eficiéncia Fermentativa =

O célculo foi aplicado para os dados de etanol, ART inicial e ART final, em
g/100 mL, para cada ciclo de cada fermentacao (9 horas).

Foi calculada a variacdo logaritmica do crescimento, considerando-se o0s
valores de UFC/mL inicial e ao final do sexto ciclo fermentativo. Foi utilizada a

seguinte férmula:

Variagao logaritmica do crescimento= (log UFC/mL final - log UFC/mL inicial)

4 Resultados e Discussao

4.1 Anélises microbioldgicas
Durante a fermentacdo alcodlica no sistema de batelada simples, os
resultados mostraram que houve crescimento da levedura em todas as

fermentacdes conforme apresentado na Figura 1A. No sistema de batelada
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alimentada, o padrdo de crescimento da levedura foi semelhante ao de batelada
simples como apresentado na Figura 1B. Embora todas as fermentacbes houve
crescimento da levedura PE-2, a fermentacdo que houve o maior crescimento da
levedura foi a fermentacdo em co-cultura com a bactéria L. plantarum nos dois
sistemas de fermentacdo, sendo que, na fermentacdo em batelada simples a
levedura teve um aumento no valor de UFC/mL de 1x108 (tempo 0) para 1,89x10%°
(final do 6° ciclo fermentativo); enquanto no sistema de batelada alimentada a
levedura teve um aumento no valor de UFC/mL de 2,29x108 para 1,77x10%0.

A Tabela 1 mostra a variacdo logaritmica do crescimento da levedura,
considerando-se o valor de UFC/mL inicial e ao final do sexto ciclo fermentativo.
Conforme apresentado nos dados anteriores, a tabela confirma que a levedura
apresentou maior variacdo de crescimento no sistema de batelada alimentada
(aumento de 2,26 ciclo log) quando em cultura pura e em associacdo com L.
plantarum, quando comparada com a batelada simples (aumento de 1,28 ciclo log).
Na fermentagdo contaminada com L. fermentum, hd um efeito do sistema de
fermentacdo, pois no sistema de batelada alimentada houve uma variagdo maior
(crescimento de 1,15 ciclo log) quando comparado ao sistema de batelada simples
(crescimento de 0,10 ciclo log), porém estes valores sdo bem inferiores mostrando
assim gue praticamente ndo houve diferenca quanto ao crescimento da levedura ao
final de seis ciclos fermentativos nos dois sistemas na fermentacdo em co-cultura
com a L. fermentum, mostrando assim que houve efeito da contaminagédo pela

bactéria L. fermentum sobre a viabilidade da levedura.
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Figura 1. Numero de leveduras (UFC/mL) nas fermentacdes desenvolvidas em caldo
de cana, com a cultura pura de S. cerevisiae (PE) e contaminadas com L. fermentum
(PE+LF) ou L. plantarum (PE+LP), ao longo de seis ciclos fermentativos de 9 horas,
a 30°C, pH inicial 4,5, em sistema de batelada simples (A) e batelada alimentada (B)
com reciclo celular. ‘Inicial’ refere-se aos resultados no inicio do 1°. ciclo
fermentativo.
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Basso et al. (2014) estudaram os efeitos das bactérias L. fermentum
(heterofermentativa) e L. plantarum (homofermentativa) sobre a fermentagao
alcodlica conduzida pela linhagem selecionada CAT-1 em batelada alimentada e
verificaram que a bactéria L. fermentum (heterofermentativa) foi mais prejudicial na

fermentacao do que L. plantarum.
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Tabela 1. Variacdo logaritmica (média e desvio-padrdo) do crescimento de S.
cerevisiae (PE) em fermentacdo ndo contaminada e contaminada com L. fermentum
(PE + LF) e L. plantarum (PE + LP) em sistema de batelada simples e alimentada
com reciclo celular!

Cultivo Sistema de fermentacao
Batelada simples Batelada alimentada
PE 0,10+£0,12 1,15+0,10
PE + LF 0,72+0,10 0,69 £ 0,07
PE + LP 1,28 + 0,07 2,26 = 0,06

1Considerou-se a variacdo do numero de UFC/mL ao final do 6°. ciclo em relagcdo ao
inicial

Em relagéo ao crescimento bacteriano no sistema de batelada simples, pode
ser verificado que L. fermentum apresentou aumento no numero de UFC/mL ao
longo dos ciclos fermentativos, de 1,25 ciclos log, sendo maior que no sistema de
batelada alimentada (1,07 ciclos log). A bactéria L. plantarum apresentou
decréscimo no numero de UFC no decorrer dos ciclos de fermentacdo, nos dois
sistemas (queda de 0,48 ciclo log, no sistema de batelada simples; queda de 0,66
ciclos log, no sistema de batelada alimentada) conforme apresenta a figura 2A e 2B
e a tabela 2. Nessas condicfes, a queda da viabilidade da bactéria L. plantarum
pode ser devido a alguma interacdo especifica com as células da levedura, como
producdo de substancias pela levedura, causando morte celular, ou ainda uma
deficiéncia no crescimento dessa bactéria em caldo de cana. A morte das células de
L. plantarum pode ter beneficiado o crescimento da levedura por causa das
substancias liberadas pela autélise celular, j& que houve aumento no numero de
UFC da levedura quando em co-cultura com L. plantarum. Da mesma forma, o
aumento do numero de UFC/mL de L. fermentum pode estar relacionado a menor

variagcéo de crescimento da levedura no sistema de batelada alimentada (Tabela 1).
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Figura 2. Numero de bactérias (UFC/mL) nas fermentacfes desenvolvidas em caldo
de cana com S. cerevisiae (PE) e L. fermentum (PE+LF) ou L. plantarum (PE+LP),
ao longo de seis ciclos fermentativos de 9 horas, a 30°C, pH inicial 4,5, em sistema
de batelada simples (A) e batelada alimentada (B) com reciclo celular. ‘Inicial’ refere-
se aos resultados no inicio do 1°. ciclo fermentativo.
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Carvalho-Netto et al. (2015) analisaram a fisiologia molecular da levedura PE-
2 em uma usina do estado de Sado Paulo que utilizava processo de batelada
alimentada, durante 3 meses, em dois tipos distintos de fermentacéo: fermentagéo
tipica (sem floculacdo) e fermentacdo com floculacdo. Os dados mostraram que no
sistema onde havia a floculacdo, 93% das bactérias encontradas eram L.
fermentum, enquanto na fermentacgéo tipica apenas 41% das bactérias encontradas
eram L. fermentum. Na fermentagdo com floculag&o, o crescimento da levedura foi

menor que na fermentacao tipica devido a presenca da bactéria. A fermentacdo com
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floculacdo apresentou producdo de etanol bem inferior e um maior consumo de
acucar quando comparado com a fermentacéo tipica, além do fato de ter uma alta

producéo de 4cido latico e acido acético.

Tabela 2. Variacdo logaritmica (média e desvio-padrdo) do crescimento de L.
fermentum e L. plantarum em fermentagédo conduzida por S. cerevisiae em sistema
de batelada simples e alimentada com reciclo celular’?

Cultivo Sistema de fermentacao
Batelada simples Batelada alimentada
PE + L. fermentum 1,25+ 0,03 1,07 £ 0,22
PE + L. plantarum -0,48+£0,13 -0,66 £ 0,19

!Considerou-se a variagdo do nimero de UFC/mL ao final do 6°. ciclo em relacéo ao
inicial; 2Valor negativo refere-se a diminuicdo no nimero de UFC

4.2 Andlises fisico-quimicas

A andlise de variancia dos valores de pH do caldo de cana mostrou que
houve diferenca significativa entre os cultivos, entre os sistemas de fermentacédo e
entre os ciclos fermentativos, isoladamente. Porém, houve interacdo entre esses
parametros de forma que dependendo do tipo de cultivo (contaminado ou ndo com
bactéria), do sistema de fermentacdo e dos ciclos fermentativos, houve uma
resposta diferente quanto ao pH da fermentacédo (Tabela 3).

Verificou-se que no sistema de batelada simples houve uma queda nos
valores para os trés cultivos sendo que, independentemente da contaminacdo por
bactéria. No entanto, a fermentacdo PE-2 + L. fermentum foi a que apresentou uma
variacdo maior de pH entre o inicio e o final dos ciclos fermentativos, sendo que a
maior queda do pH foi no sexto ciclo fermentativo (3,6), seguido pelo cultivo PE-2 +
L. plantarum (3,7 — sexto ciclo fermentativo) e depois a fermentacdo sem
contaminacao (4,0 — sexto ciclo fermentativo), conforme Figura 3A.

No sistema de batelada alimentada, as maiores variagbes de pH foram
observadas na fermentacdo contaminada com L. plantarum (3,8) e sem

contaminacéao (3,9), ambas no sexto ciclo fermentativo (Figura 3B). Comparando-se
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os dois sistemas de fermentacdo, observou-se que o pH final da fermentacéo foi
menor no sistema de batelada simples (Figuras 3A e 3B).

Basso et al. (2014) estudaram os efeitos das bactérias L. fermentum e L.
plantarum sobre a fermentacédo alcoodlica conduzida pela linhagem selecionada CAT-
1 em fermentacéo por batelada alimentada. Os dados mostraram que com a bactéria
L. fermentum houve uma maior queda no pH, seguido pela fermentacdo com a
bactéria L. plantarum, e a que teve a menor queda de pH foi a fermentacdo que
tinha somente a levedura CAT-1. Esses resultados foram semelhantes aos aqui

encontrados.

Tabela 3. Analise de variancia dos valores de pH nas fermentacfes desenvolvidas
em caldo de cana, com a cultura pura de S. cerevisiae e contaminadas com L.
fermentum ou L. plantarum, ao longo de seis ciclos fermentativos de 9 horas, a 30°C,
pH inicial 4,5, em sistema de batelada simples e batelada alimentada com reciclo
celular.

Causa de variagao SQ GL QM F
Cultivo 0,18672 2 0,09336 19,5744 **
Sistema 0,12134 1 0,12134 12,4436 **
Ciclos Fermentativos 1,57415 5 0,31483 32,2872 **
Cultivo X Sistema 0,03645 2 0,01823 1,8691 ns
Cultivo X Ciclos 0,17216 10 0,01722 1,7656 ns
Sistema X Ciclos 0,10380 5 0,02076 2,1290 ns
Cultivo X Sistema X

Ciclos 0,30005 10 0,03000 3,0771*
Tratamentos 2,49466 35 0,07128 7,3097 **

Residuo 0,70207 72 0,00975

Total 3,19673 107

** = significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <0,01)
* = significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 < p <0,05)
ns= nao significativo (p 20,05)

O pH é um fator importante para as fermentacdes industriais devido a sua

importancia tanto no controle da contaminacdo bacteriana quanto ao seu efeito
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sobre o crescimento da levedura, taxa de fermentacdo e formacédo de subprodutos
(SOUZA, 2009). A faixa ideal do pH para a fermentacdo alcodlica é entre 4,0 a 5,0
(LIMA et al., 2001). A diminui¢gdo do pH ao longo do processo fermentativo se deve
principalmente a excrecdo de 4cidos organicos, absor¢cdo de aminoacidos basicos,
excrecdo de dioxido de carbono e absorcdo de fosfato, como observado para a
fermentacao da cerveja (COOTE; KIRSOP, 1976).

Figura 3. Valor de pH do caldo de cana nas fermentacdes desenvolvidas com a
cultura pura de S. cerevisiae (PE) e contaminadas com L. fermentum (PE+LF) ou L.
plantarum (PE+LP), ao longo de seis ciclos fermentativos de 9 horas, a 30°C, pH
inicial 4,5, em sistema de batelada simples (A) e batelada alimentada (B) com reciclo
celular.
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Da mesma forma que para o pH, foi verificada também interacdo significativa
entre sistema de fermentacdo, cultivos e ciclos fermentativos para a producdo de
etanol, mostrando que para cada sistema de fermentacdo, h4 uma resposta quanto
a producdo de etanol que esta na dependéncia do tipo de cultivo (contaminado ou

nao com bactérias) e dos ciclos fermentativos (Tabela 4).

Tabela 4. Andlise de varidncia da producdo de etanol nas fermentagbes
desenvolvidas em caldo de cana, com a cultura pura de S. cerevisiae e
contaminadas com L. fermentum ou L. plantarum, ao longo de seis ciclos
fermentativos de 9 horas, a 30°C, pH inicial 4,5, em sistema de batelada simples e
batelada alimentada com reciclo celular.

Causa de variagao SQ GL QM F
Cultivo 32,13087 2 16,06543  241,2731 **
Sistema 11,90021 1 11,90021 178,7191 **
Ciclos Fermentativos 74,78865 5 1495773  224,6374 **
Cultivo X Sistema 5,10172 2 2,55086 38,3092 *
Cultivo X Ciclos 1,77071 10 0,17707 2,6593 **
Sistema X Ciclos 2,55046 5 0,51009 7,6606 **
Cultivo X Sistema X
Ciclos 3,56659 10 0,35666 5,3564 **
Tratamentos 131,80921 35 3,76598 56,5580 **
Residuo 4,79420 72 0,06659
Total 136,60341 107

** = significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <0,01)
* = significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 < p <0,05)
ns= nao significativo (p 20,05)

No sistema de batelada simples, as fermentagcdes com somente a levedura
(4,4 g/100mL) e a contaminada com L. plantarum (4,2 g/100mL) apresentaram
valores superiores de teor alcoolico a fermentagcdo com L. fermentum (3,2 g/100mL),
sendo que todas as fermentacdes tiveram sua maior producdo de etanol no sexto
ciclo fermentativo. Com L. plantarum, houve um atraso na producgéo de etanol até o

2°. ciclo fermentativo (1,2 g/100ml), comparando-se com a fermentacdo n&o
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contaminada (3,2 g/100mL), somente no sexto ciclo de fermentacdo os valores se
equipararam. Este fato pode ser devido ao fato de os efeitos da bactéria L.
plantarum ndo ser tdo impactante quanto os efeitos ocasionados pela bactéria L.
fermentum, e também a queda da populacdo de L. plantarum, conforme ja
apresentado nos dados de crescimento microbiano (Figura 2A). Embora tenha
havido um pico, dobrando a producédo de etanol do quinto para o sexto ciclo na
fermentacdo com PE + L. fermentum, ficaram evidentes os efeitos prejudiciais
causados pela bactéria L. fermentum. Com L. fermentum, a produgéo de etanol foi

inferior em todos os ciclos fermentativos (Figura 4A).

Figura 4. Producédo de etanol (g/100 mL) nas fermenta¢cdes desenvolvidas em caldo
de cana, com a cultura pura de S. cerevisiae (PE) e contaminadas com L. fermentum
(PE+LF) ou L. plantarum (PE+LP), ao longo de seis ciclos fermentativos de 9 horas,
pH inicial 4,5, a 30°C, em sistema de batelada simples (A) e batelada alimentada (B)
com reciclo celular.
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No sistema de fermentacdo em batelada alimentada, o efeito de L. plantarum
foi ainda menor, pois a producéo de etanol da fermentacédo com a L. plantarum foi de
5,4 g/100mL, sendo semelhante em relagédo a fermentacdo sem contaminacéo onde
sua produgéo foi de 5,1 g/100mL, ambas no sexto ciclo fermentativo. Nota-se que
até o quinto ciclo de fermentacdo o sistema de batelada alimentada teve um
comportamento semelhante ao sistema de batelada simples (na fermentacdo sem
contaminagdo e contaminada com a L. plantarum), porém no sexto ciclo fermentativo
a batelada alimentada teve um pico maior de producdo do que o sistema de
batelada simples. Na fermentacdo contaminada com a L. fermentum, a producéo de
etanol foi inferior em todos os ciclos fermentativos, sendo que sua maior producao
de etanol foi no sexto ciclo (3,4 g/100mL) comparando-se com a fermentacdo sem
contaminacdo. Embora a fermentagcdo contaminada com a L. fermentum tenha
apresentado um valor inferior comparado as outras duas fermentacfes, quando
comparamos com o sistema de batelada simples (1,7 g/100mL) a producédo de
etanol até o quinto ciclo de fermentacédo foi bem superior no sistema de batelada
alimentada (3,3 g/100mL - quinto ciclo fermentativo) desde do primeiro ciclo
fermentativo, conforme apresentado na figura 4B. Fermentacfes contaminadas com
L. fermentum mostraram menor producdo de etanol quando comparadas a
fermentacdo sem contaminacdo (BASSO et al.,, 2014; CARVALHO-NETTO et al.,
2015), enquanto na fermentacdo com a bactéria L. plantarum, a producéo de etanol
foi pr6xima a fermentacdo na qual tinha somente a levedura (BASSO et al., 2014).

Quando se compara os dois sistemas de fermentacdo, batelada simples e
batelada alimentada, verifica-se que o impacto das contamina¢des € maior no inicio
dos ciclos em batelada simples, havendo uma recuperagdo a seguir, € muito mais
tardia para L. fermentum. Com a batelada alimentada, o0 aumento na producao de
etanol ja é observado desde o 2°. ciclo fermentativo nas fermentacées contaminadas
e segue aumentando até o final do 6°. ciclo fermentativo, atingindo valores
superiores agueles na batelada simples (Figuras 4A e 4B).

Constata-se assim que no sistema de batelada alimentada a producdo de
etanol foi maior, especialmente nas fermentagbes contaminadas com L. fermentum e
L. plantarum. Esse resultado pode ser explicado pelo efeito da alimentag&o do caldo
de cana sobre o crescimento da levedura, diminuindo o efeito osmotico resultante da
alta concentracdo de agucar presente no sistema em batelada. Foi verificado que no

sistema em batelada alimentada ha um melhor desenvolvimento da levedura (Tabela
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1), o que possibilita uma melhor performance fermentativa e capacidade de competir
com a bactéria contaminante.

Quanto ao ART, foi verificada também interag&o significativa entre sistema de
fermentacao, cultivos e ciclos fermentativos, mostrando que para cada sistema de
fermentacdo ha uma resposta quanto ao consumo de acguUcar redutor total, que esta
na dependéncia do tipo de cultivo (contaminado ou ndo com bactérias) e dos ciclos

fermentativos (Tabela 5).

Tabela 5. Andlise de variancia dos valores de ART nas fermentacdes desenvolvidas
em caldo de cana, com a cultura pura de S. cerevisiae e contaminadas com L.
fermentum ou L. plantarum, ao longo de seis ciclos fermentativos de 9 horas, a 30°C,
pH inicial 4,5, em sistema de batelada simples e batelada alimentada com reciclo
celular.

Causa de variacao SQ GL QM F
Cultivo 1484,61330 2 742,30665 44,3474 **
Sistema 204,16000 1 204,16000 12,1971 **
Ciclos Fermentativos 20460,22735 5 4092,04547 244,4699 **
Cultivo X Sistema 1373,21740 2 686,60870 41,0199 **
Cultivo X Ciclos 7383,84800 10 738,38480 44,1131 **
Sistema X Ciclos 2008,74702 5 401,74940 24,0016 **
Cultivo X Sistema X
Ciclos 984,13316 10 98,41332 5,8795 **

Tratamentos 33898,94623 35 968,54132 57,8633 **

Residuo 1205,16813 72 16,73845

Total 35104,11437 107

** = significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <0,01)
* = significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 < p <0,05)
ns= nao significativo (p 20,05)

No sistema de batelada simples, pode ser verificado que a fermentacdo que
apresentou a menor quantidade de acgucar redutor total residual foi com PE-2 + L.
plantarum no sexto ciclo fermentativo (4,2 g/100mL), conforme apresentado na
figura 5A. Este é um dos fatores que justifica a alta producdo de etanol também
ocorrida nessa fermentacdo no sexto ciclo de fermentagdo (Figura 4A). Na

fermentacdo com PE-2 + L. fermentum, houve menor sobra de agucar nos primeiros
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trés ciclos de fermentacdo comparando com as outras duas fermentacdes. Apesar
de ter havido mais alto consumo de acucar nesses ciclos, a producéo de etanol foi
muito baixa, indicando que a presenca da bactéria na fermentacdo teve um impacto
negativo, possivelmente porque a bactéria utilizou os agucares para produzir outros
tipos de compostos que ndo o etanol. A partir do quarto ciclo de fermentacéo, as
outras fermentacdes (PE-2; PE-2 + L. plantarum) apresentaram consumo superior,
resultando em menos acucar residual no meio de fermentacdo comparado com a
fermentacdo com PE + L. fermentum (Figura 5A).

Em relacdo ao sistema de batelada alimentada (Figura 5B), a fermentacéo
gue apresentaram maior consumo de acucar foram a contaminada com a bactéria L.
plantarum (4,0 g/100mL) e a sem contaminacao (3,9 g/100mL) justificando assim a
alta producéo de etanol conforme ja foi apresentado na figura 4B. A fermentacéo
contaminada com a L. fermentum apresentou a menor sobra de acucar nos dois
primeiros ciclos fermentativos, sendo que apds o terceiro ciclo de fermentacdo a
contaminada com a L. fermentum foi a fermentacdo com a maior sobra de aculcar.
Quando comparado a fermentagéo com a L. fermentum com as outras fermentagcdes
no sexto ciclo fermentativo, nota-se que a fermentacdo com a L. fermentum teve
uma sobra muito maior (7,5 g/100mL) em relacédo a fermentacdo sem contaminacao
(3,9 g/100mL) e a com a bactéria L. plantarum (4,0 g/100mL), evidenciando mais

uma vez o efeito negativo que as bactérias exercem sobre a fermentacao,
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Figura 5. Acucar redutor total residual (ART, @g/100 mL) nas fermentacdes
desenvolvidas em caldo de cana, com a cultura pura de S. cerevisiae (PE) e
contaminadas com L. fermentum (PE+LF) ou L. plantarum (PE+LP), ao longo de seis
ciclos fermentativos de 9 horas, a 30°C, pH inicial 4,5, em sistema de batelada
simples (A) e batelada alimentada (B) com reciclo celular. ART inicial= 17,7 g/100
mL.
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Carvalho-Netto et al. (2015) verificaram que a fermentacdo contaminada com
L. fermentum apresentou maior consumo de agucar. Basso et al. (2014) mostraram
que a fermentacdo com L. fermentum apresentou consumo total de frutose e um
baixo consumo da glicose, enquanto na fermentacdo com L plantarum houve maior
consumo da glicose do que da frutose, porém, ndo apresentando consumo total de
nenhum dos dois acucares.
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Em relacdo a eficiéncia fermentativa no sistema de batelada simples (Figura
6A) pode-se notar que houve um aumento do quinto (aproximadamente 31%) para o
sexto (aproximadamente 65%) ciclo fermentativo na fermentacdo contaminada com
a bactéria L. fermentum, enquanto para a fermentacdo com L. plantarum e para a
fermentacdo somente com a levedura, os valores foram mais constantes
principalmente a partir do segundo ciclo fermentativo. Analisando a média eficiéncia
fermentativa, a fermentacdo contaminada com L. plantarum apresentou a maior
média de eficiéncia fermentativa, sendo de 65,3%, seguida pela fermentacdo nao
contaminada (63,4%), e bem abaixo a fermentacdo contaminada com L. fermentum
(31,7%).

No sistema de batelada alimentada (Figura 6B), verificou-se que ao contrario
da fermentagdo em batelada simples, a eficiéncia fermentativa aumentou
gradativamente ao longo dos ciclos fermentativos contaminados com L. fermentum,
enquanto para as outras fermentacdes os valores foram mais constantes. Assim
como no sistema de batelada simples a fermentacdo com a bactéria L. plantarum
teve a maior média em sua eficiéncia fermentativa (70,1%), seguido pela
fermentacdo somente com a levedura (63,9%) e a fermentacdo com a bactéria L.
fermentum (57%).

Verificou-se, portanto, que em sistema de batelada alimentada ocorreu um
aumento na eficiéncia fermentativa nas fermentagbes contaminadas por
Lactobacillus, sendo mais eficiente quando L. fermentum foi o contaminante. Nessa
situacdo, houve um aumento na eficiéncia fermentativa em relacdo a batelada
simples; com L. plantarum. Na fermentacdo sem contaminacédo, ndo houve mudanca
na eficiéncia fermentativa comparando-se os dois sistemas. A maior variagado de
crescimento da levedura no sistema de batelada alimentada pode ser devido a
alimentacdo do meio de fermentacdo, o que acabou por resultar em melhor
conversdo do agucar em etanol e consequentemente no aumento da eficiéncia
fermentativa (figura 6).

Embora tenha havido melhora na eficiéncia de conversdo dos acgucares do
caldo em etanol no sistema de batelada alimentada, a sobra de acgucar na
fermentacdo contaminada com L. fermentum é muito superior a das outras
fermentacdes (cerca de 80-90% maior), indicando uma fermentacdo mais lenta.
Outro fator que possa justificar essa fermentacado mais lenta é que se trabalhou com

um tempo de fermentacéo de 9 horas, o que pode ter sido insuficiente para que todo
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o0 acucar disponivel fosse convertido em etanol. No entanto, fermentacbes mais
longas séo indesejaveis na industria. Essas caracteristicas tornam essa bactéria um
contaminante muito importante na industria da fermentacdo, merecendo mais

estudos acerca de formas de controle.

Figura 6. Eficiéncia fermentativa (%) das fermentacfes desenvolvidas em caldo de
cana, com a cultura pura de S. cerevisiae (PE) e contaminadas com L. fermentum
(PE+LF) ou L. plantarum (PE+LP), ao longo de seis ciclos fermentativos de 9 horas,
a 30°C, pH inicial 4,5, em sistema de batelada simples (A) e batelada alimentada (B)
com reciclo celular. As linhas horizontais e os nUmeros em porcentagem indicam o
valor médio de eficiéncia de cada fermentacao.
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Uma outra questdo a ser esclarecida € a forma como foi realizada a
alimentacdo da fermentacdo no presente trabalho. Devido a impossibilidade de
trabalhar com uma vazéo constante de alimentacdo no decorrer da fermentacéo,
como € habitualmente feito no sistema industrial de batelada alimentada, foram
realizadas cinco alimentacdes do meio de fermentacdo no decorrer de 9 horas do
ciclo fermentativo. A resposta dos micro-organismos e os parametros fermentativos
em um e outro procedimento devem ser diferentes. O presente trabalho pode
mostrar que no sistema de batelada simples, o efeito das contaminac¢des foi maior
do que no sistema de batelada com alimentacdo periddica, como poderia ser
chamado o método aqui utilizado, especialmente pelo fato de a alimentacao permitir
um maior desenvolvimento da levedura, que pode assim competir em melhor

condicao com a bactéria contaminante.

5 Conclusbes

O sistema de fermentacao — batelada simples ou batelada alimentada — afetou os
parametros fermentativos nas fermentagcbes contaminadas com as bactérias
Lactobacillus.

Em sistema de batelada alimentada, verificou-se maior producdo de etanol e
maior eficiéncia fermentativa, devido sua adaptacdo ao meio fermentativo. A bactéria
L. fermentum foi mais prejudicial a fermentac¢édo do que L. plantarum, resultando em
maior sobra de agucar no meio fermentado e menor eficiéncia fermentativa, nos dois
sistemas.

N&ao houve diferencas quanto ao crescimento da levedura PE-2 e das bactérias
nos dois sistemas de fermentacdo, indicando que o0 aumento na eficiéncia
fermentativa no sistema de batelada alimentada foi devido provavelmente a melhor
conversdo de acucar em etanol devido as alimentagfes perioddicas de caldo de cana

no sistema de batelada alimentada.
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CAPITULO 2. Efeito da adicdo de etanol ao tratamento acido para o controle

da contaminacgé&o por Lactobacillus fermentum

1 Resumo

A contaminacdo bacteriana € um dos principais fatores que causa queda na
eficiéncia fermentativa, trazendo grandes prejuizos para as destilarias. O uso de
antibiéticos e biocidas como formas de controle podem acarretar em aumento de
custo e problemas ambientais para a industria. O emprego do tratamento acido
(solucdo de é&cido sulfarico, pH 2,0) do fermento entre os ciclos fermentativos nem
sempre € eficaz para combater a contaminacdo bacteriana. Nesse contexto, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da adicdo de etanol ao
tratamento &cido na fermentacdo alcodlica em batelada alimentada para o controle
do crescimento da bactéria Lactobacillus fermentum e sobre os parametros
fermentativos. Inicialmente, a concentragéo de etanol a ser adicionada ao tratamento
acido foi otimizada, testando-se concentracdes variando de 1 a 13% de etanol (v/v).
Em seguida, foram realizados seis ciclos fermentativos conduzidos pela levedura
industrial Saccharomyces cerevisiae PE-2 em cultura pura e em co-cultura com a L.
fermentum em mosto de caldo de cana 16° Brix a 30°C por um periodo de 9 horas
de fermentacdo. Ao final dos ciclos fermentativos as células foram submetidas ao
tratamento acido (pH 2,0) e ao tratamento acido com adicédo de 5% de etanol, por 2

horas a 30°C sob agitacdo. S6 com o tratamento &cido, a populagdo bacteriana
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reduziu quase 3 ciclos log ao final do sexto ciclo fermentativo, no entanto, quando se
adicionou 5% de etanol a solucdo acida, a bactéria perdeu completamente a
viabilidade celular ja ao final do primeiro ciclo fermentativo com o tratamento. N&o
houve alteragdo na producdo de etanol na fermentagdo contaminada com L.
fermentum, comparando-se os tratamentos celulares com e sem adicdo de 5% de
etanol. Observou-se um aumento na eficiéncia fermentativa (80%) com a utilizacao
do tratamento acido + 5% de etanol, em relacdo ao tratamento sem adi¢cao de etanol
(73%) e especialmente em relacdo a fermentacdo realizada sem tratamento celular
(57%), na presenca de L. fermentum. O tratamento acido + 5% de etanol foi capaz
de reduzir a populacdo de L. fermentum sem causar impacto a eficiéncia
fermentativa, e com uma concentragao de ART residual baixa (cerca de 4 g/100 mL),
ao final de 6 ciclos fermentativos de 9 horas, em sistema de batelada alimentada.

2 Introducéo

O Brasil e os Estados Unidos da América sdo os maiores produtores do
biocombustivel etanol, produzindo juntos mais de 94 bilhdes de litros de etanol por
ano, cerca de 85% da producdo mundial. No entanto ha diferencas no sistema de
producado de etanol comparando os dois paises, principalmente quanto ao substrato,
tipo de micro-organismo e tipo de processo fermentativo (BERTRAND et al., 2016).
Nas industrias brasileiras utiliza-se a levedura Saccharomyces cerevisiae,
especialmente linhagens selecionadas do proprio processo industrial, as chamadas
leveduras selecionadas ou personalizadas. Durante o processo de producdo de
etanol os acUcares presentes no substrato sdo convertidos em etanol, energia,
biomassa celular, CO2, e outros subprodutos pelas leveduras (MONCEAUX, 2009).
Dentre esses, encontram-se 0s acidos organicos, outros alcoois e o glicerol. A
geracdo dos subprodutos, bem como o proprio crescimento das células de levedura,
inevitavelmente diminui a producédo de etanol, reduzindo o rendimento fermentativo
do processo (BAI et al., 2008).

No entanto, a geragdo dos subprodutos ndo é o Unico fator que reduz o
rendimento fermentativo. Durante o processo de fermentacdo alcodlica o fermento
sofre inimeras reciclagens e interferéncias externas, tonando-se vulneravel a
contaminagdo por outros micro-organismos principalmente por leveduras nativas

(aquelas que ndo sdo colocadas no processo) e bactérias. Por este motivo, é
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fundamental o constante monitoramento do processo fermentativo (OLIVEIRA;
PAGNOCCA, 1988; CECCATO-ANTONINI; SILVA, 2000). Basso et al. (2014)
estudaram os efeitos das bactérias Lactobacillus fermentum (heterofermentativa) e
Lactobacillus plantarum (homofermentativa) sobre a fermentacdo alcodlica
conduzida pela linhagem selecionada CAT-1 e verificaram que as linhagens
apresentaram um comportamento diferente quanto ao consumo do substrato, sendo
que L. fermentum consumiu mais rdpido os aclUcares em comparacdo a L.
plantarum. Pode-se notar também que L. fermentum teve uma alta producédo de
manitol e uma baixa producéo de acido latico e acido acético, enquanto L. plantarum
produziu apenas uma alta quantidade de acido latico.

As contaminacdes bacterianas podem chegar a taxas de 108 - 10° células/mL
(BAYROCK; INGLEDEW, 2004; BURTNER et al.,, 2009). Amorim et al. (2009)
estimaram que cerca de 20.000 litros de etanol sdo perdidos por dia em uma
destilaria de médio porte quando a contaminagdo bacteriana aumenta de 10’ para
108 células/mL.

O controle dos contaminantes bacterianos é essencial para a manutencao do
rendimento fermentativo. Nas industrias brasileiras, o tratamento acido que é
realizado ao final de cada ciclo fermentativo reduz a contaminacdo bacteriana e
floculacdo do fermento, normalmente ocasionado por bactérias. Esse procedimento
consiste em tratar o fermento, apds a centrifugacdo do vinho fermentado, em uma
cuba com uma solucao de acido sulfarico em agua (pH 2,0 a 2,5) por um periodo de
1 a 2 horas. Em seguida, a massa de células € encaminhada novamente para as
dornas de fermentacdo para um novo ciclo fermentativo (WHEALS et al., 1999;
BASSO et al., 2008). No entanto, dependendo do nivel de contaminacao e do tipo de
bactéria contaminante, o tratamento &cido ndo é eficiente, demandando o
abaixamento do pH da cuba de tratamento e consequentemente maior consumo de
acido sulfarico, o que pode comprometer a viabilidade da levedura e aumentar 0s
custos.

O uso de antibacterianos é uma pratica bastante comum nas destilarias,
quando somente o tratamento &cido ndo é suficiente para controlar a contaminacéo
por bactérias. Quaternarios de aménio e organosulfurados sdo comumente utilizados
na moenda, enquanto os antibioticos monensina (Kamoran®) e virginiamicina e o
biocida dioxido de cloro sdo empregados na fermentagdo (OLIVA-NETO et al.,

2014). Ha muitos problemas envolvendo o uso desses compostos na fermentacao,
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como a dosagem requerida para inibir a bactéria sendo prejudicial a levedura do
processo, ou 0s residuos que podem ser detectados na levedura seca que é
comercializada no final da safra, requerendo o estudo de outras alternativas.

A adicdo de etanol ao tratamento acido foi proposto inicialmente por Ceballos-
Schiavone (2009), o qual realizou testes com diferentes valores de pH (2,5 e 6,0) e
concentracfes de etanol (15, 20, 25, 30 e 35%) com a finalidade de controlar sete
espécies de Lactobacillus. Verificou-se que essas bactérias se mostraram sensiveis
as concentracdes superiores a 20% (v/v) de etanol, ndo sendo observados efeitos
negativos sobre as células de leveduras quando utilizadas as concentracfes de 20 a
25% (v/v). Em pH 2,5, concentracdo de 20% v/v de etanol e 90 minutos de
tratamento, a contagem da bactéria foi préxima de zero (36 UFC/mL), chegando a
zero em 120 minutos. Para o pH 6,0, os valores de contagem chegaram proximo de
zero (0,77 UFC/mL) em concentracao de 25% v/v no tempo de 90 minutos, também
chegando a zero a 120 minutos.

Bassi et al. (2013), em trabalho sobre o efeito do pH e etanol sobre trés
linhagens de Dekkera bruxellensis, uma importante levedura contaminante do
processo fermentativo, testaram um tratamento combinado pH 2,0 e 13% etanol no
controle de D. bruxelensis e concluiram que o tratamento ndo afetava a levedura
PE-2, mas significativamente inibia o desenvolvimento da levedura contaminante.
Esse tratamento teve também efeito sobre a bactéria L. fermentum, com perda
completa de viabilidade apos 1 ciclo de tratamento, em co-cultura com S. cerevisiae
e D. bruxellensis (BASSI, 2016).

Considerando o efeito que a bactéria L. fermentum causa no processo
fermentativo em batelada alimentada, como demonstrado no capitulo anterior, o
objetivo do presente trabalho foi inicialmente determinar a concentracdo minima
inibitéria de etanol a ser adicionada a solucdo acida (pH 2,0) para o controle do
crescimento dessa bactéria e em seguida comparar a eficiéncia do processo
fermentativo conduzido por S. cerevisiae e contaminado por L. fermentum na
presenca e auséncia de etanol no tratamento acido, a fim de avaliar a pertinéncia

dessa proposta em um contexto mais proximo da situacao industrial.
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3 Material e Métodos

3.1 Micro-organismos

A linhagem de L. fermentum utilizada neste trabalho foi a CCT5852
(ATCC19255), foi utilizado somente a L. fermentum nesta segunda parte porque
concluiu que esta foi a mais prejudicial. Foi utilizada a linhagem de levedura
industrial selecionada S. cerevisiae PE-2 como levedura do processo fermentativo
(BASSO et al., 2008). As culturas microbianas pertencem ao banco de culturas do
LAMAM (Laboratério de Microbiologia Aplicada e Molecular) /CCA/UFSCar-Campus
de Araras.

As bactérias estdo sendo mantidas em meio MRS (10 g/L peptona, 8 g/L
extrato de carne, 4 g/L extrato de levedura, 20 g/L glicose, 1 g/L Tween, 2 g/L fosfato
de potassio, 3 g/L acetato de sédio anidro, 2 g/L citrato de amdnia dibéasico, 0,2 g/L
sulfato de magnésio, 0,05 g/L sulfato de manganés, em agua destilada; Himedia®) e
a levedura em meio YPD (10 g/L extrato de levedura, 20 g/L glicose, 20 g/L peptona
e 20 g/L Agar, em agua destilada), a 4°C.

3.2 Preparacao do inéculo bacteriano e de levedura

Para o preparo do inéculo da levedura, foram transferidas duas alcadas de
leveduras recém-crescidas em placas de Petri com o meio YPD, para dez frascos
Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL do meio de crescimento (YPD liquido)
estéril. Os frascos foram mantidos durante 24 horas a 30°C, a 160 rpm, sendo em
seguido o meio centrifugado a 3400 rpm por 6 minutos. O sobrenadante foi
descartado, a massa obtida ressuspendida e inoculada em caldo de cana 4°Brix, pH
5,5 por um periodo de 24 horas a 30°C, a 160 rpm em cinco Erlenmeyers de 250 mL
contendo 100 mL de caldo 4°Brix, até a obtencdo de cerca de 2 x 10° células/mL. A
contagem foi realizada em camara de Neubauer utilizando-se a solugdo do corante
azul de metileno-citrato de sodio para contagem de células viaveis (LEE et al.,
1981).

Para o preparo do in6culo das bactérias, foram transferidas duas algcadas da
cultura da bactéria para um tubo Falcon contendo 30 mL de MRS liquido estéril. O
tubo foi mantido a 35°C por 24 horas. Em seguida, transferiu-se 1 mL da suspenséo
da bactéria para um Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio MRS liquido,
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sendo os fracos mantidos durante 24 horas a 35°C.A seguir, a suspensao bacteriana
foi centrifugada a 8000 rpm, por 10 minutos, a 4°C, em centrifuga refrigerada
Eppendorf®, e a massa celular transferida para frasco Erlenmeyer de 250 mL
contendo 100 mL de caldo de cana 4°Brix, até a obtencdo de cerca de 2 x 108
UFC/mL. A padronizacdo do numero de bactérias foi feita apds leitura da
absorbancia (a 540 nm) em espectrofotometro ThermoBiomate®, com base em uma
curva-padrao “Absorbancia X numero de UFC/mL”, de forma que um valor de
absorbancia (a 540 nm) de aproximadamente 0,5 era equivalente a
aproximadamente 2 X 108 UFC/mL.

3.3 Determinacado da concentracdo minima de etanol inibitéria a L. fermentum
quando adicionado ao tratamento acido

Um volume de 5 mL da massa celular da bactéria foi ressuspendido em
solucéo acida, pH 2,0 e acrescida ou nao de etanol absoluto nas concentracdes de
1%, 3%, 5%, 9% e 13% (v/v), em um volume final de 50 mL em Erlenmeyers de 125
mL. Os frascos (em triplicata) foram levados ao agitador a 30°C, 160 rpm por 2
horas. Em seguida as células foram separadas da solucao acida por centrifugacao a
8000 rpm, por 10 minutos, a 5°C, em centrifuga refrigerada Eppendorf®, lavadas
com agua destilada estéril duas vezes e inoculadas em meio de caldo de cana
4°Brix, incubacgéo a 30°C e 160 rpm por 9 horas.

Foram retiradas amostras da massa celular antes do tratamento, apdés o
tratamento, e apds a inoculacdo das células tratadas em meio de caldo de cana. As
células foram lavadas em agua destilada estéril e a analise da viabilidade celular foi
realizada por plaqueamento das amostras em meio MRS Himedia®. As placas foram
incubadas a 35 °C por 72 horas para contagem do niamero de UFC/mL.

A solucao acida foi preparada adicionando-se &cido sulfurico a 4gua destilada
até obtencdo de pH 2,0, monitorando-se os valores de pH em pH-metro digital. Em
seguida, um volume de 45 mL da solucédo foi transferido para erlenmeyers de 125
mL, sendo a seguir os frascos esterilizados em autoclave, a 120°C, por 15 minutos,

1 atm.
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3.4 Processo fermentativo com reciclo e tratamento celular

As suspensfes de células da levedura e das bactérias foram padronizadas
para a contagem desejada e ressuspendidas em meio de fermentacao (caldo de
cana 16°Brix, pH 4,5, adicionado de 1 mL/L de solucdo de sais). A solucao de sais
adicionada ao meio de fermentacéo consistiu de 50 g/L de sulfato de aménio, 20 g/L
de fosfato monobasico de potassio, 10 g/L de sulfato de magnésio, 1 g/L de sulfato
de zinco e 1 g/L de sulfato de manganés, dissolvidos em agua destilada. Essa
solugdo foi esterilizada em autoclave a 120°C, 1 atm, 15 minutos e a seguir
armazenada a 4°C.

O caldo de cana utilizado para o preparo dos meios foi obtido na Usina Sao
Jodo, safra 2016/2017, e armazenado em garrafas plasticas em temperatura de
freezer (-10°C) até o momento do uso. Os meios de caldo de cana foram
esterilizados em autoclave, a 120°C por 15 minutos, 1 atm.

Foi utilizado o processo de batelada alimentada, onde o volume inicial foi de
25 mL de meio de fermentagdo, em Erlenmeyers de 500 mL, inoculados com 20 mL
da suspensdao das células microbianas (10 mL de levedura + 10 mL de bactéria, para
as fermentacdes em co-culturas) para uma concentracéo final de cerca de 1 X 108
UFC/mL de leveduras e 1 X 10”7 UFC/mL de bactérias, sendo realizadas 5
alimentacdes com volume de 31 mL do meio de fermentacédo, em intervalos de 90
minutos. Apos 7 horas e 30 minutos de fermentacdo, o volume de 200 mL foi
completado e a fermentacdo prosseguiu por mais 1 hora e 30 minutos para a
finalizacdo do teste fermentativo (9 horas de fermentacdo). Os frascos foram
mantidos em estufa sem agitacao, a 30°C.

Apo6s o término do periodo de fermentacdo, foi retirada uma amostra para
analise microbioldgica, sendo o restante centrifugado a 8000 rpm, por 10 minutos, a
5°C, em centrifuga refrigerada Eppendorf®. O sobrenadante foi armazenado a -10°C
para analises. A massa celular obtida foi ressuspendida em frascos Erlenmeyers de
500 mL contendo 200 mL de solucéo acida preparada conforme descricdo no item
3.3. Para o tratamento acido com 5% de etanol, foi utilizada a solucdo acida
esterilizada (190 mL) para a qual foi transferido um volume de etanol absoluto
equivalente a uma concentracéo final de 5% (v/v). Os frascos foram mantidos a
30°C, 160 rpm, por 2 horas. A massa celular foi centrifugada e lavada duas vezes

com agua destilada estéril e inoculada em meio de fermentagdo para um novo ciclo
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fermentativo. Foram realizados 6 ciclos de fermentac&o de 9 horas, intercalados com
o tratamento das células.

Foram realizadas 4 fermentagdes, em triplicata, a seguir:

- PE-2 com tratamento &cido;

- PE-2 com tratamento acido + 5% etanol;

- PE-2 + L. fermentum com tratamento acido;

- PE-2 + L. fermentum com tratamento acido + 5% etanol.

Todos os materiais utilizados no processo foram esterilizados em autoclave, a
120°C por 15 minutos, 1 atm.

3.5 Analises

Foi retirado 1 mL de amostra do meio de fermentacdo no inicio do ciclo 1
(inicial) e ao final dos ciclos 1, 3 e 6, apds 9 horas de fermentacdo, antes do
tratamento celular, para as andlises microbiol6gicas. Em seguida, ao final de cada
ciclo fermentativo, as células foram retiradas do meio de fermentacdo por
centrifugacéo, a 8000 rpm por 10 minutos, a 4°C, em centrifuga Eppendorf®, e o
sobrenadante foi armazenado em tubos Falcon, a -10°C para as analises fisico-

quimicas.

3.5.1 Analises microbiol6gicas

Para contagem das leveduras, a amostra retirada foi diluida em série e em
seguida foi realizado o plaqueamento em placas de Petri contendo meio YPD com
adicdo de cloranfenicol (concentracdo final de 50 mg/mL) e tetraciclina
(concentracdo final de 50 mg/mL). Em seguida as placas foram incubadas e
mantidas a 30°C por 3 dias, para contagem de UFC/mL. Foram plaqueadas 3
diluicdes (107, 10° e 107°), em duplicata, para cada uma das repeticdes das
fermentacdes.

Das fermentacdes onde houve inoculacdo das bactérias, a amostra retirada
foi diluida em série e em seguida foi realizado o plagueamento em placas de Petri
contendo meio MRS com adicdo de actidione (concentracdo final de 5 mg/L). Em
seguida, as placas foram incubadas e mantidas a 35°C por 3 dias, para contagem de
UFC/mL. Foram plaqueadas 3 diluicGes (10°, 10* e 10®), em duplicata, para cada
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uma das repeticdes das fermentacdes.

O numero inicial de UFC/mL de bactérias e leveduras foi corrigido em funcao
do volume inicial do meio de fermentacdo (45 mL), dividindo o valor obtido apés a
contagem por 4,4 (relagéo do volume final/volume inicial do meio de fermentacéo, ou

seja, 200/45), pelo fato do volume final de fermentacdo ser 200 mL.

3.5.2 Andlises fisico-quimicas

Apbés a centrifugagcdo do meio fermentado e separacdo das células
microbianas para o reciclo celular, o sobrenadante foi analisado quanto ao pH,
utilizando pH-metro digital MS Tecnopon mPA210; etanol (em g/100 mL), por meio
da destilacdo de 10 mL das amostras em microdestilador Tecnal TE-012 e
determinacdo da densidade da solucdo hidroalcodlica em densimetro digital Anton-
Paar®, conforme Amorim (1997); e acucar redutor total (ART), pelo método do acido
3,5-dinitrossalicilico (ADNS) conforme procedimento abaixo descrito (MILLER, 1959,
modificado).

Foi transferido 1 mL de cada amostra para bal6es volumétricos de 100 mL,
sendo em seguida, adicionados 30 mL de agua destilada e 2,5 mL de &cido
cloridrico (HCI) concentrado e homogeneizado. Os bal6es foram levados para
banho-maria a 65°C por 15 minutos. As amostras foram resfriadas em agua corrente
e em seguida adicionados 2,8 mL de solucdo de NaOH 12 mols/L e completado o
volume do baldo até o menisco com agua destilada. Foi retirado 1 mL de cada
solucéo preparada transferindo-se para tubos de ensaio, onde foi adicionado 1 mL
da solucdo estoque de ADNS e 1 mL de agua destilada, tendo no total 3 mL. As
amostras foram submetidas ao banho térmico (agua fervente) por 5 minutos, e em
seguida foram resfriadas em agua corrente e receberam 5 mL de &gua destilada,
perfazendo um total de 8 mL. Os tubos foram homogeneizados por 5 segundos em
vortex e foi realizada a leitura da absorbancia a 540 nm em espectrofotdmetro digital
(ThermoBiomate® 3). O mesmo procedimento foi realizado utilizando-se &agua
destilada ao invés da amostra para se obter o branco da reacéo, necessario para
calibrar o aparelho. Para o célculo do ART foi elaborada uma curva padrdo
utilizando-se solucédo de glicose em concentracdes variando de 0,12 a 1,2 g/L (R?=

0,9938). A concentragdo de ART nas amostras foi calculada com base na equacéao:
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Absorbancia da amostra + 0,0545
0,6863

ART (g/100mL) = ( ) x diluicao da amostra

3.5.3 Analise estatistica

Os resultados dos testes fermentativos foram analisados pelo teste de anélise
de variancia utilizando o esquema fatorial (2 cultivos X 2 tratamentos do fermento X
6 ciclos fermentativos) utilizando-se o software Assistat 7.7 Beta.

3.6 Calculo da eficiéncia fermentativa e de variacdo logaritmica
Para o calculo da eficiéncia fermentativa, foi aplicada a férmula baseada no
calculo estequiométrico tedrico de Gay-Lussac (0,511 g de etanol/g de glicose), a

seqguir:

[( Etanol
ART Inicial — ARTFinal
0,511

) x100 ]

Eficiéncia Fermentativa =

O calculo foi aplicado para os dados de etanol, ART inicial e ART final, em
g/100 mL, para cada ciclo de cada fermentacao (9 horas).

Foi calculada a variacdo logaritmica do crescimento, considerando-se 0s
valores de UFC/mL inicial e ao final do sexto ciclo fermentativo. Foi utilizada a
seguinte férmula:

Variacdo logaritmica do crescimento= (log n® UFC/mL final - log n°> UFC/mL inicial)

4 Resultados e Discussao

4.1 Determinagdo da concentracdo minima de etanol inibitéria a L. fermentum
guando adicionado ao tratamento acido

O objetivo inicial foi determinar a concentragdo minima de etanol a ser
adicionada ao tratamento &cido para causar inibicAo do crescimento de L.
fermentum. O experimento foi baseado em trabalhos anteriores (BASSI, 2016; REIS,
2016) que mostraram morte das células de L. fermentum na concentragdo de 13%
de etanol adicionado ao tratamento acido logo no primeiro ciclo de tratamento,

guando em co-cultura com S. cerevisiae e D. bruxellensis ou S. cerevisiae nativa. No
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entanto, nos trabalhos acima citados o objetivo principal era otimizar a concentracao
de etanol para causar efeito inibitorio sobre as leveduras contaminantes e ndo sobre
a bactéria. Desta forma, procurou-se aqui determinar a concentragdo minima
inibitéria de etanol quando adicionado ao tratamento acido sobre o crescimento de L.
fermentum, em cultivo puro, testando-se concentracdes inferiores a 13%. Os

resultados estdo expressos na Figura 1.

Figura 1. Numero de L. fermentum (UFC/mL) determinado antes do tratamento
(Inicial), ap0ds o tratamento e apds o crescimento em caldo de cana da massa celular
tratada em solucédo acida (pH 2,0) com e sem adicao de etanol, a 30°C, 160 rpm, por
2 horas.
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Comparando-se com os resultados obtidos no tratamento &cido sem adicdo
de etanol, houve uma reducdo de 82,1% e 99,6% no numero de UFC/mL com a
adicao de 1% e 3% de etanol, respectivamente (avaliando-se as contagens obtidas
apos o tratamento em cada uma das concentragfes de etanol, O; 1; e 3%), figura 1.
A concentracdo de 5% de etanol adicionado ao tratamento acido foi a menor
concentracéo que causou perda total de viabilidade da bactéria.

Sem a adi¢do de etanol, o numero de UFC/mL aumentou apés a inoculacéo
das células tratadas somente na solugdo acida em caldo de cana, o que ndo ocorreu

nas concentragbes de 1 e 3% de etanol adicionado a solugéo acida (Figura 1). Os
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resultados mostraram que uma concentracdo de etanol bem inferior aquela
otimizada por Bassi et al. (2013) para o controle da levedura contaminante D.
bruxellensis poderia ser utilizada para o controle de L. fermentum. A préxima etapa é
testar esse tratamento acido + 5% de etanol em uma fermentacdo em batelada
alimentada com reciclo celular para verificar os efeitos sobre os parametros

fermentativos e sobre a levedura do processo.

4.2 Processo fermentativo com reciclo e tratamento celular

4.2.1 Analises microbiolégicas

Os resultados apresentados na Figura 2A e 2B e Tabela 1 mostraram que na
fermentacdo conduzida somente com a levedura PE-2, houve crescimento da
levedura no decorrer dos ciclos fermentativos, em ambas as situa¢des — com adicao
de etanol (1,39 x 10° UFC/mL) e sem adicdo de etanol ao tratamento &cido (6,13 x
10° UFC/mL), nota-se que houve um efeito do etanol sobre o crescimento das
leveduras.

Verificou-se que ao final do primeiro ciclo de fermentacdo, apés o tratamento,
houve uma diminuicdo no niumero de UFC da levedura, no tratamento sem adi¢ao
de etanol houve uma queda do final do primeiro ciclo fermentativo (6,87 x 108
UFC/mL) para 3,25 x 108 UFC/mL apds o primeiro tratamento. No tratamento com
adicdo de etanol as leveduras também apresentaram 0s mesmos comportamentos,
sendo que ao final do primeiro ciclo fermentativo a levedura apresentou um
crescimento de 6,43 x 108 UFC/mL tendo uma queda para 3,03 x 108 UFC/mL ao
final do primeiro tratamento.

Nas fermenta¢fes contaminadas com a bactéria L. fermentum, a evolugéo do
crescimento da levedura foi menor que nas fermentacbes sem a bactéria,
independentemente da adicédo de etanol (5,73 x 108 UFC/mL) ao tratamento acido
(6,29 x 108 UFC/mL). Houve um efeito da adicdo de etanol sobre o crescimento da

levedura, porém o efeito foi menor na fermentagéo contaminada.
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Figura 2. Numero de leveduras (UFC/mL) nas fermentacdes desenvolvidas em caldo
de cana, com a cultura pura de S. cerevisiae (PE) e contaminada com L. fermentum
(PE+LF), ao longo de seis ciclos fermentativos de 9 horas, a 30°C, em sistema de
batelada alimentada com reciclo celular e tratamento acido sem adi¢éo de etanol (A)
e com adicéo de 5% de etanol (B). Legenda: ‘Inicial’= inicio do 1°. ciclo fermentativo;
“*’= ap06s o tratamento das células; nos demais, as contagens se referem ao final do
ciclo fermentativo, antes do tratamento das células.
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Para melhor avaliar o efeito do tratamento acido sobre a linhagem industrial
PE-2, os resultados expressos na Tabela 1 devem ser comparados com 0sS
resultados do crescimento da levedura em fermentagcdo com reciclo celular sem
tratamento acido (Tabela 1, Capitulo 1). Houve uma variagéo logaritmica de 1,15 do

crescimento da levedura sem o emprego do tratamento &cido, enquanto essa



72

variacdo foi de 1,47 na presenca do tratamento acido. Portanto, ndo ha influéncia
negativa do tratamento acido sobre a viabilidade da linhagem PE-2. Silva et al.
(2015) avaliaram os efeitos fisiologicos da acdo de diferentes tipos de &cidos
utilizados nos tratamentos do fermento (acido sulfdrico, nitrico e cloridrico) em pH
2,0, por um periodo de duas horas e com trés reciclos celulares utilizando a
linhagem industrial CAT-1. Os autores mostraram que o tratamento com &acido
sulfarico apresentou uma maior producdo de biomassa, se mantendo pelos trés
ciclos fermentativos.

Reis (2016) analisou os efeitos de tratamentos das células com acido sulfurico
em pH 1,0, 1,5 e 2,0, em sistema com reciclo celular utilizando a levedura industrial
PE-2. Os dados mostraram que o tratamento acido com pH 2,0 ndo afetou o
crescimento celular das leveduras industriais, tendo até um aumento significativo no

numero de UFC ao final dos ciclos fermentativos.

Tabela 1. Variacdo logaritmica (média e desvio-padrdo) do crescimento de S.
cerevisiae (PE) em fermentacdo ndo contaminada e contaminada com L. fermentum
(PE + LF) em sistema de batelada alimentada com reciclo celular e tratamento acido
com e sem adicdo de 5% de etanol.

Cultivo Tratamento acido
Sem adicdo de etanol Com adicao de 5% etanol
PE 1,47 £ 0,15 0,76 £ 0,17
PE + LF 0,69 + 0,22 0,44 £ 0,15

!Considerou-se a variacdo do nimero de UFC/mL ao final do 6°. ciclo em relacéo ao
inicial

Em relagéo ao efeito do etanol sobre o crescimento das leveduras quando
adicionado ao tratamento acido, pode-se relacionar ao estresse etandlico das
células de leveduras. O etanol causa a inibicdo do crescimento e viabilidade celular
por atuar negativamente sobre os sistemas de transportes (incluindo permease de
aminoacidos), sobre a sinalizacdo celular da glicose e a atividade de enzimas
chaves da via glicolitica (ALEXANDRE; CHARPENTIER, 1998). O etanol atua
também na membrana citoplasmatica das células de levedura alterando o grau de

polaridade da membrana, prejudicando o crescimento das leveduras (LYND et al.,
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1991; LLOYD et al., 1993; BASSO et al., 2011). Aléem de afetar o crescimento, o
etanol pode afetar o metabolismo fermentativo uma vez que é capaz de inativar
enzimas relacionadas a producao de etanol (BASSO et al., 2011).

Em relagdo ao crescimento de L. fermentum, os dados apresentados nas
Figuras 3A e 3B e Tabela 2 mostraram que a adicdo de etanol ao tratamento acido
resultou numa reducdo maior no numero de UFC da bactéria. S6 com o tratamento
acido, a populacdo bacteriana reduziu quase 3 ciclos log ao final do sexto ciclo
fermentativo (3,12 x 10’ UFC/mL no inicio da fermentacéo reduzindo para 3,75 x 10%
UFC/mL ao final do sexto ciclo), no entanto, quando se adicionou 5% de etanol a
solucéo acida, a bactéria perdeu completamente a viabilidade celular ja ao final do
primeiro ciclo fermentativo com o tratamento (Figura 3B).

A perda completa da viabilidade de L. fermentum foi verificada anteriormente
por Reis (2016) e Bassi (2016), ao analisar o efeito da adi¢cdo de 13% de etanol ao
tratamento acido para o controle de leveduras contaminantes, em co-cultivo de S.
cerevisiae, levedura contaminante (S. cerevisiae nativa ou Dekkera bruxellensis) e L.
fermentum. No presente experimento, verificou-se que uma concentragdo muito

menor de etanol causou o0 mesmo efeito.

Tabela 2. Variacdo logaritmica (média e desvio-padrao) do crescimento de L.
fermentum (LF) em fermentacdo conduzida por S. cerevisiae em sistema de
batelada alimentada com reciclo celular e tratamento acido com e sem adigéo de 5%
de etanol*2.

Cultivo Tratamento acido
Sem adicdo de etanol Com adicdo de 5% etanol
PE + LF -2,92 + 0,04 -7,58 + 0,09

!Considerou-se a variacdo do nimero de UFC/mL ao final do 6°. ciclo em relacéo ao
inicial; 2 Valor negativo refere-se a diminuicdo no nimero de UFC
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Figura 3. Numero de bactérias (UFC/mL) nas fermentacdes desenvolvidas em caldo
de cana com S. cerevisiae ao longo de seis ciclos fermentativos de 9 horas, a 30°C,
em sistema de batelada alimentada com reciclo celular e tratamento acido sem
adicao de etanol (A) e com adigdo de 5% de etanol (B). Legenda: ‘Inicial’= inicio do
1°. ciclo fermentativo; = apds o tratamento das células; nos demais, as contagens
se referem ao final do ciclo fermentativo, antes do tratamento das células.
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Ceballos-Schiavone (2009) verificou que em pH 2,5, concentracao de 20% v/v
de etanol e 90 minutos de tratamento, a contagem de Lactobacillus foi proxima de
zero (36 UFC/mL), chegando a zero em 120 minutos de tratamento. Nos

experimentos aqui realizados, a contagem chegou a zero com 5% de etanol em
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solucéo acida pH 2,0, em 120 minutos de tratamento, ou seja, uma concentracéo 4
vezes inferior aquela utilizada por Ceballos-Schiavone (2009), com o mesmo efeito.
A fim de avaliar o efeito individual do tratamento &cido sobre o crescimento de
L. fermentum, pode-se comparar a variagdo logaritmica de crescimento da bactéria
em fermentacdo em batelada alimentada com reciclo celular sem tratamento acido
(Capitulo 1, Tabela 2) com os resultados aqui obtidos. Sem tratamento acido, L.
fermentum teve uma variacdo logaritmica de crescimento da ordem de 1,07,
enquanto nos tratamentos acidos sem e com adicdo de 5% de etanol, a bactéria
teve reducdo no numero de UFC (de 2,92 a 7,58 ciclos log), chegando a perda total
da viabilidade com a adicdo de 5% de etanol. Esse resultado demonstra a
importancia do tratamento acido para o controle da contaminacdo bacteriana sem
afetar o desenvolvimento da levedura industrial do processo, uma vez que nao
houve reducdo do nimero de UFC da linhagem PE-2 em quaisquer dos tratamentos

utilizados.

4.2 Andlises fisico-quimicas

A analise de variancia dos valores de pH do caldo de cana apdés cada ciclo de
fermentacdo mostrou que houve diferenca significativa entre os cultivos, entre os
tratamentos celulares e entre os ciclos fermentativos, isoladamente. Houve interacéo
entre esses parametros de forma que dependendo do tipo de cultivo (contaminado
ou ndo com bactéria), do tipo de tratamento acido (sem ou com 5% de etanol) e dos
ciclos fermentativos, houve uma resposta diferente quanto ao pH da fermentacéo
(Tabela 3). No entanto, ndo houve interacdo tripla significativa, entre os trés

parametros (Cultivo x Tratamento Celular x Ciclos fermentativos).
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Tabela 3. Andlise de variancia dos valores de pH nas fermentacfes desenvolvidas
em caldo de cana, com a cultura pura de S. cerevisiae e contaminada com L.
fermentum, ao longo de seis ciclos fermentativos de 9 horas, a 30°C, em sistema de
batelada alimentada com reciclo celular e tratamento 4cido sem adi¢éo de etanol e
com adicéo de 5% de etanol.

Causa de variacao SQ GL QM F
Cultivo 0,79380 1 0,79380 210,9767 **
Tratamento Celular 0,15309 1 0,15309 40,6881 **
Ciclos Fermentativos 0,67657 5 0,13531 35,9637 **
Cultivo X Trat. Celular 0,09534 1 0,09534 25,3392 **
Cultivo X Ciclos 0,08488 5 0,01698 4,5121 **
Trat. Celular X Ciclos 0,13926 5 0,02785 7,4026 **
Cultivo X Trat.
Celular X Ciclos 0,02741 5 0,00548 1,4571 ns
Tratamentos 1,97035 23 0,08567 22,7687 **
Residuo 0,18060 48 0,00376
Total 2,15095 71

** = gjgnificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <0,01)
* = significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 < p <0,05)
ns= nao significativo (p =0,05)

Em relacdo ao pH da fermentacdo, verificou-se que a fermentacdo que
continha somente a levedura PE-2 apresentou menores valores de pH (3,74 no
terceiro ciclo no tratamento sem etanol; 3,83 no sexto ciclo no tratamento com
adicdo de etanol), independentemente do tipo de tratamento celular realizado no

sexto ciclo fermentativo (Figura 4A e 4B).
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Figura 4. Valor de pH do caldo de cana nas fermentacfes desenvolvidas com S.
cerevisiae (PE) e L. fermentum (PE+LF) ao longo de seis ciclos fermentativos de 9
horas, a 30°C, pH inicial 4,5, em sistema de batelada alimentada com reciclo celular
e tratamento acido sem adi¢&o de etanol (A) e com adicdo de 5% de etanol (B).
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Os resultados de andlise da variancia (Tabela 4) mostram a influéncia dos
fatores isoladamente e a interacdo entre eles sobre a producdo de etanol nas
fermentacdes, de forma que para cada tipo de tratamento, hd uma resposta quanto a
producdo de etanol, que estd na dependéncia do tipo de cultivo (contaminado ou

ndo com L. fermentum), dos ciclos fermentativos e do tipo de tratamento celular.
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Tabela 4. Analise de variancia da producdo de etanol nas fermentacbes
desenvolvidas em caldo de cana, com a cultura pura de S. cerevisiae e contaminada
com L. fermentum, ao longo de seis ciclos fermentativos de 9 horas, a 30°C, em
sistema de batelada alimentada com reciclo celular e tratamento acido sem adicdo
de etanol e com adi¢cédo de 5% de etanol.

Causa de variacao SQ GL QM F
Cultivo 2,17361 1 2,17361 75,2187 **
Tratamento Celular 7,39201 1 7,39201 255.8036 **
Ciclos Fermentativos 49,29188 5 9,85838 341,1531 **
Cultivo X Trat. Celular 1,42523 1 1,42523 49,3208 **
Cultivo X Ciclos 3,03561 5 0,60712 21,0097 **
Trat. Celular X Ciclos 2,53135 5 0,50627 17,5196 **
Cultivo X Trat.
Celular X Ciclos 1,20412 5 0,24082 8,3338 **
Tratamentos 67,05382 23 2,91538 100,8880 **
Residuo 1,38707 48 0,02890
Total 68,44089 71

** = gjgnificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <0,01)
* = significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 < p <0,05)
ns= nao significativo (p =0,05)

Em relacdo a producdo de etanol, ndo houve alteracdo nos valores
observados na fermentacdo contaminada com L. fermentum, comparando-se 0s
tratamentos celulares com adicdo de etanol e sem adicdo de etanol, conforme
apresentado na figura 5. Na fermentacédo ndo contaminada, a producao de etanol foi
menor quando se utilizou o tratamento acido adicionado de 5% de etanol (3,46
g/100mL) quando comparado ao tratamento sem adicdo de etanol (4,93 g/100mL)
no sexto ciclo fermentativo, o que leva a suposicdo que deve haver um
comprometimento do metabolismo fermentativo da linhagem PE-2 devido a adi¢cdo
de etanol no tratamento &cido, porém isso foi aliviado/minimizado na fermentacéo
contaminada visto que no tratamento com adi¢cao de etanol a producédo de etanol foi
de 4,48 g/100mL, enquanto que no tratamento que ndo houve adicdo de etanol a
producéo foi de 4,37 g/100mL, em que a bactéria foi morta pelo tratamento acido +

etanol. Se esse efeito ndo tivesse ocorrido, se esperaria uma diminuicdo na
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producado de etanol na fermentacdo contaminada onde se utilizou o tratamento acido
+ etanol, o que ndo aconteceu.

Mesmo utilizando os tratamentos celulares, a producdo de etanol nas
fermentacdes contaminadas foi menor que a observada na fermentagcdo né&o
contaminada, a qual foi de 4,9 g/100 mL ao final do sexto ciclo fermentativo, tanto na
auséncia quanto na presenca do tratamento acido (Figura 5; Capitulo 1, Figura 4).

Em relagéo aos valores obtidos na fermentacdo em batelada alimentada com
reciclo celular e sem tratamento celular (Capitulo 1, Figura 4), também n&o houve
diferenca quanto aos valores de etanol (variou de 1,15 a 4,40) na fermentacéo
contaminada. Assim, pode-se concluir que o numero de UFC/mL de L. fermentum
variando de 107 a 108 (sem tratamento celular), ou a reducdo no nimero de UFC/mL
de cerca de 3 ciclos log (tratamento &cido sem a adicéo de etanol) ou a perda total
de viabilidade da bactéria (tratamento acido com a adicdo de etanol) tiveram o
mesmo efeito sobre a producdo de etanol na fermentacdo conduzida pela linhagem
industrial PE-2 e contaminada com essa bactéria. Ou seja, o metabolismo
fermentativo da linhagem PE-2 né&o foi afetado por nenhum dos tratamentos ou pela
auséncia deles em uma situacdo de contaminacdo com L. fermentum na
concentracgédo inicial de 107 UFC/mL. Ha de se ressaltar que a bactéria L. fermentum
nao produziu etanol em um sistema de batelada simples com reciclo celular e sem
tratamento celular, em cultivo puro (dados n&o publicados).

A adicao de 13% de etanol no tratamento 4cido teve efeito sobre a producéo
de etanol na fermentacdo com a linhagem PE-2 contaminada com uma levedura
nativa S. cerevisiae e L. fermentum e mesmo na fermentacdo ndo contaminada
(REIS, 2016). Embora a concentracdo de etanol no tratamento acido tenha sido
diminuida para 5%, ainda assim observou-se efeito sobre a capacidade fermentativa
da linhagem PE-2, embora isso ndo tenha acontecido na fermentacdo contaminada
por motivo a ser melhor investigado.

Quanto ao ART residual, foi verificado que ndo ha interacdo entre o tipo de
tratamento celular (acido + etanol ou somente acido) e o tipo de cultivo utilizado,
porém quando analisados os trés fatores em conjunto (tratamento celular, cultivos e
ciclos fermentativos), a Tabela 5 mostra que ha interacdo significativa mostrando
que para cada tipo de tratamento celular utilizado ha uma resposta quanto a
quantidade de acucar redutor total residual, que esta na dependéncia do tipo de

cultivo (contaminado ou ndo com bactérias) e dos ciclos fermentativos (Tabela 5).



80

Figura 5. Producdo de etanol nas fermentacGes desenvolvidas com S. cerevisiae
(PE) e L. fermentum (PE+LF) ao longo de seis ciclos fermentativos de 9 horas, a
30°C, pH inicial 4,5, em sistema de batelada alimentada com reciclo celular e
tratamento &cido sem adicao de etanol (A) e com adicdo de 5% de etanol (B).
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Observou-se um aumento na concentragdo de ART residual na fermentacdo
ndo contaminada com a adicdo de 5% de etanol (5,58 g/100mL) ao tratamento acido
(4,0 g/100mL), enquanto que na fermentacdo contaminada com a bactéria houve
uma diminui¢cdo nos valores para o tratamento com adicéo de etanol (4,11 g/100mL),

comparado ao tratamento que ndo houve etanol (4,73 g/100mL), conforme
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apresentado na Figura 6. Comparando-se com os valores obtidos na fermentacao
sem tratamento celular (Capitulo 1, Figura 5), o uso do tratamento acido (com ou
sem etanol) resultou em maior consumo de ART, ou seja, menor concentragdo de
ART residual no meio de fermentacdo na situagcdo de contaminacdo por L.
fermentum. Para a fermentacdo ndo contaminada, houve um aumento na

concentracdo de ART residual com o uso dos tratamentos celulares.

Tabela 5. Andlise de variancia dos valores de ART residual nas fermentacdes
desenvolvidas em caldo de cana nas fermentacdes desenvolvidas com S. cerevisiae
(PE) e L. fermentum (PE+LF) ao longo de seis ciclos fermentativos de 9 horas, a
30°C, pH inicial 4,5, em sistema de batelada alimentada com reciclo celular e
tratamento acido sem adicéo de etanol e com adicao de 5% de etanol.

Causa de variacao SQ GL QM F
Cultivo 25,54933 1 25,54933 13,1652 **
Tratamento Celular 1794,90361 1 1794,90361  924,8882 **
Ciclos Fermentativos 24858,13802 5 4971,62760 2561,8088 **
Cultivo X Trat. Celular 0,37411 1 0,37411 0,1928 ns
Cultivo X Ciclos 837,61999 5 167,52400 86,3227 **
Trat. Celular X Ciclos 916,60101 5 183,32020 94,4623 **
Cultivo X Trat.
Celular X Ciclos 1419,87969 5 283,97594  146,3287 **
Tratamentos 29853,06577 23 1297,95938 668,8200 **
Residuo 93,15220 48 1,94067
Total 29946,21797 71

** = gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <0,01)
* = significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 < p <0,05)
ns= nao significativo (p =0,05)
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Figura 6. ART residual nas fermentacfes desenvolvidas em caldo de cana, com a
cultura pura de S. cerevisiae (PE) e contaminadas com L. fermentum (PE+LF), ao
longo de seis ciclos fermentativos de 9 horas, a 30°C, pH inicial 4,5, em sistema de
batelada alimentada com tratamento celular com solucédo &cida (A) e solucao &cida
com 5% de etanol (B). ART inicial= 17,7 g/100 mL.

12

jry
£
o
o
i
S~
2
©
=}
©
‘@
(]
S
-
o
<
Ciclos fermentativos
=
[
o
o
Ay
&0
©
=]
S
(7]
(]
S
-
o
<

Ciclos fermentativos

Avaliando-se os resultados de eficiéncia fermentativa, ou seja, a capacidade
de conversdo de acucares em etanol em relagcdo ao rendimento teorico (0,519
etanol/g de aclcar), observou-se que a fermentacdo contaminada com a bactéria no
tratamento com adicdo de etanol apresentou a maior meédia da eficiéncia

fermentativa (80,4%), seguido pela fermentacdo somente com a levedura no



83

tratamento sem adicdo de etanol (76,7%). A fermentacdo que houve a menor
eficiéncia fermentativa foi a fermentacdo somente com a levedura no tratamento
com adicdo de etanol. Embora a fermentacdo somente com a levedura no
tratamento com adicdo de etanol tenha apresentado uma menor eficiéncia
fermentativa (67,6%), esta fermentacdo ainda foi superior quando comparado a
fermentacdo na qual ndo tinha nenhum tipo de tratamento no sistema de batelada
alimentada na qual apresentou uma eficiéncia fermentativa de 63,9%. Quando
analisado a fermentacdo contaminada com a bactéria a eficiéncia fermentativa foi
muito superior utilizando o tratamento acido + 5% de etanol (80,4%), em relacdo ao
tratamento sem adicdo de etanol (72,8%) e especialmente em relacdo a
fermentacdo realizada sem tratamento celular na qual apresentou uma eficiéncia
fermentativa de 57% (Capitulo 1, Figura 6).

O valor de eficiéncia (80%) na fermentacdo contaminada com L. fermentum
foi similar ao obtido na fermentacdo ndo contaminada e submetida ao tratamento
acido sem adicao de etanol (77%). Esse resultado mostra que o tratamento acido +
5% de etanol é capaz de reduzir a populacdo das bactérias L. fermentum sem
causar impacto a eficiéncia fermentativa, e com uma concentracdo de ART residual
baixa (cerca de 4 g/100 mL), ao final de 6 ciclos fermentativos de 9 horas, em
sistema de batelada alimentada. Houve um aumento de 7 pontos percentuais na
eficiéncia ao se comparar com a fermentacdo com tratamento acido sem etanol, o
que é significativo considerando-se o volume e teor alcodlico do mosto. Uma
diferenca de 3,1 pontos percentuais na eficiéncia fermentativa pode significar uma
variacdo de 2,1 milhdes de litros de etanol por safra em uma destilaria de média
capacidade (BASSO et al., 2008).
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Figura 7. Eficiéncia fermentativa (%) das fermentacGes desenvolvidas em caldo de
cana, com a cultura pura de S. cerevisiae (PE) e contaminada com L. fermentum
(PE+LF), ao longo de seis ciclos fermentativos de 9 horas, a 30°C, pH inicial 4,5, em
sistema de batelada alimentada com tratamento celular com solugcédo &cida (A) e
solucdo acida com 5% de etanol (B). As linhas horizontais e os numeros em
porcentagem indicam o valor médio de eficiéncia de cada fermentacgéao.
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Os experimentos foram realizados empregando-se o tratamento acido + 5%
de etanol ao final de todos os ciclos fermentativos, ainda que a bactéria L.
fermentum tenha perdido totalmente a viabilidade apdés o primeiro ciclo de
tratamento. Esse tratamento seria desnecessario ap6s o segundo ciclo de
fermentacdo, uma vez que a fermentacdo ndo tinha mais células vivas de L.
fermentum e assim, os parametros fermentativos e a viabilidade da levedura
industrial poderiam ser melhorados, uma vez que o etanol mesmo na concentragao
de 5% acaba por acarretar certo prejuizo ao metabolismo da levedura. Desta forma,
acredita-se que um ciclo somente de tratamento acido + 5% de etanol seria
necessario para o controle da contaminacdo por L. fermentum, sendo os demais
ciclos fermentativos a base somente de &cido sulfdrico, cujo tratamento foi bem

benéfico para a linhagem PE-2 em todos os aspectos.

5 Conclusdes

O sistema de fermentacdo — batelada simples ou batelada alimentada —
afetou os parametros fermentativos nas fermentacfes contaminadas com as
bactérias Lactobacillus.

Em sistema de batelada alimentada, verificou-se maior producao de etanol, maior
eficiéncia fermentativa e maior variacdo logaritmica de crescimento da levedura. A
bactéria L. fermentum foi mais prejudicial a fermentacdo do que L. plantarum,
resultando em maior sobra de acucar no meio fermentado e menor eficiéncia
fermentativa, nos dois sistemas.

O efeito das contaminagdes no sistema de batelada simples foi maior do que no
sistema de batelada com alimentacdo especialmente pelo fato de a alimentacao
permitir um maior desenvolvimento da levedura, que pode assim competir em melhor

condicdo com a bactéria contaminante.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho permitiu concluir que o tipo de sistema de fermentagéo —
batelada alimentada ou batelada simples — influenciou diretamente nos parametros
fermentativos analisados. O sistema de fermentacdo também teve influéncia no
desenvolvimento das bactérias analisadas, sendo que no sistema de batelada
alimentada as bactérias Lactobacillus fermentum e Lactobacillus plantarum, tiveram
uma viabilidade celular menor do que no sistema de batelada simples. Isso se deve
ao fato de que alimentagdo do mosto favorece a levedura na competicdo pelo
substrato presente no mosto. Das duas espécies analisadas, Lactobacillus
fermentum foi mais prejudicial para a fermentacdo, sendo que houve uma menor
producdo de etanol, maior sobra de agucar, menor eficiéncia fermentativa e foi mais
prejudicial para o crescimento das leveduras.

Em relacdo ao tratamento celular no sistema de batelada alimentada, a
solugcdo acida mostrou-se eficiente no controle da contaminagdo bacteriana, com
uma queda de quase 3 ciclos log na viabilidade das bactérias, porém, com o
tratamento proposto com adicdo de 5% de etanol ao tratamento acido, a bactéria L.
fermentum perdeu completamente a viabilidade celular ja ao final do primeiro ciclo
fermentativo. Outro ponto positivo do tratamento com a adi¢cdo de 5% de etanol, foi
gue o tratamento n&o teve impacto a eficiéncia fermentativa.

Os resultados do presente trabalho mostraram que o sistema de fermentacao

tem efeito sobre o desenvolvimento das contaminacdes por Lactobacillus e sobre a
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levedura do processo, de forma que no sistema em batelada alimentada, o efeito da
contaminacédo € diminuido. No caso de uma contaminacdo com L. fermentum, que
se mostrou mais prejudicial que L. plantarum, a adicdo de 5% de etanol ao
tratamento acido em um ciclo de tratamento € capaz de matar todas as bactérias
sem causar efeito a eficiéncia fermentativa, o que sem duavida, € uma forma de
controle bem interessante, uma vez que o etanol € um produto da industria, e,
portanto facilmente disponivel e sem efeito residual sobre a biomassa de levedura
ou problema ambiental, como é o caso de antibiéticos e outros biocidas. Essa
estratégia de adicdo de etanol ao tratamento acido para o controle de crescimento

de L. fermentum é uma proposta viavel a ser apresentada a industria.



