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RESUMO

A producdo de etanol representa uma parcela importante na economia nacional. Com a
utilizacdo da cana-de-aclcar como matéria-prima, o Brasil se posiciona como o segundo
maior produtor do mundo. Embora o processo de producdo do etanol esteja bem estabelecido,
muitos fatores contribuem para sua eficiéncia, como a qualidade da matéria-prima, condi¢des
do processo e contaminantes microbianos. O mosto de caldo de cana-de-agucar € um substrato
bastante complexo e permite o desenvolvimento de outras leveduras do género
Saccharomyces e n&o-Saccharomyces, portanto a populacdo microbiana durante as
fermentacdes industriais pode ser bastante dindmica, podendo o fermento ser totalmente
substituido no processo por leveduras selvagens. Em vista disso, este estudo se propfe a
estudar as caracteristicas fermentativas de cepas de leveduras contaminantes isoladas de seis
etapas do processo produtivo de uma usina produtora de etanol do estado de Goias e as
implicagdes que essas leveduras poderiam ter no rendimento final de etanol. As amostras
foram coletadas do mel final, mosto, caldo bruto, caldo decantado, fermento do pé de cuba e
vinho fermentado. Das col6nias isoladas do vinho fermentado, encontrou-se uma linhagem de
levedura selvagem com aspecto rugoso e bordas irregulares em nivel de contaminacdo de
77,4 % da amostra. Dessa forma, foram realizados ensaios fermentativos em triplicatas com
mosto sintético de cana-de-aglicar com aproximadamente 160 g.L™ de aglcares com periodo
de 72 horas de fermentacdo. Primeiramente foram avaliados o desempenho da levedura
isolada do vinho fermentado (LFS) em comparacdo com as linhagens industriais
Saccharomyces cerevisiae BG-1, CAT-1, FT-858L e PE-2. A LFS obteve valores inferiores
em concentracdo final de etanol, produtividade e eficiéncia fermentativa em comparacdo com
as linhagens industriais. Porém, em ensaios fermentativos de cultura mista da LFS em niveis
de contaminacéo de 2, 10, 20 e 30 % com as linhagens BG-1, CAT-1, FT-858L e PE-2, a LFS
apresentou niveis de contaminacdo final mais baixo que o inicial, mostrando assim a
competéncia das leveduras industriais sobre a levedura selvagem. Nessas mesmas condic¢des
com reutilizagdo do inbéculo, a LFS foi reduzida de 30 % para 0,2% no final de 10
fermentacdes consecutivas. No entanto, a levedura isolada LFS passou a ter maior dominancia
nas fermentacGes de cultura mista com a linhagem PE-2 e em mosto com adi¢des de 6xido de
calcio, entre concentragdes de 0,05g.Lt e 0,30 g.L?, os resultados mostraram queda
significativa na eficiéncia fermentativa. O mosto da usina apresentou concentracéo adicional
de célcio de 0,09 g.L* ap6s o tratamento de calagem, essa concentragdo € preocupante tendo
em vista que nos ensaios com a concentragio de 0,10 g.L™ de adicdo de 6xido de calcio foram
os resultados mais favoraveis a LFS. Possivelmente, essa foi uma das condi¢Ges que
favoreceu a situacgdo critica de contaminacdo observada nas amostras da usina, sugere-se a
possibilidade de substituicdo do éxido de calcio no tratamento de calagem ou alternativas que
minimizem a presenca de fons Ca®* no mosto para que ndo privilegie o desenvolvimento de
leveduras floculantes e ndo comprometa a eficiéncia e produtividade industrial.

Palavras-chave: etanol; leveduras selvagens; fermentacdo industrial; cultura mista.
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ABSTRACT

Ethanol production represents an important share in the national economy. With the use of
sugarcane as a raw material, Brazil is positioned as the second largest producer in the world.
Although the ethanol production process is well established, many factors contribute to its
efficiency, such as the quality of the raw material, process conditions and microbial
contaminants. Sugarcane juice must is a very complex substrate and allows the development
of other yeasts of the genus Saccharomyces and non-Saccharomyces, so the microbial
population during industrial fermentations can be quite dynamic, and the yeast can be
completely replaced in wild yeast process. In view of this, this study proposes to study the
fermentative characteristics of contaminating yeast strains isolated from six stages of the
production process of an ethanol producing plant in the state of Goiés and the implications
that these yeasts could have on the final ethanol yield. The samples were collected from the
final melasse, must, concentrated broth, decanted broth, yeast from the vat and fermented
wine. From the colonies isolated from the fermented wine, a wild yeast strain with rough
appearance and irregular edges was found at a contamination level of 77.4 % of the sample.
Thus, fermentative tests were carried out in triplicates with synthetic must of sugar cane with
120 g.L? of sugars with a period of 72 hours of fermentation. Firstly, the performance of
fermented wine isolated yeast (LFS) was evaluated in comparison with the industrial strains
Saccharomyces cerevisiae BG-1, CAT-1, FT-858L and PE-2. LFS obtained lower values in
final ethanol concentration, productivity and fermentative efficiency compared to industrial
strains. However, in LFS mixed culture fermentative tests at contamination levels of 2, 10, 20
and 30 % with strains BG-1, CAT-1, FT-858L and PE-2, the LFS showed higher levels of
final contamination than the initial, thus showing the competence of industrial yeasts over
wild yeast, in these same conditions with reuse of the inoculum, the LFS was reduced from
30 % to 0.2 % at the end of 10 consecutive fermentations. In this study, the isolated LFS yeast
became more dominant in mixed culture fermentations with the PE-2 strain and in must with
calcium oxide additions, between concentrations of 0.05 g.L! and 0.30 gL, the results
showed a significant drop in fermentation efficiency. The wort of the plant presented an
additional calcium concentration of 0.09 g.L* after the liming treatment, this concentration is
worrying considering that in the tests with the concentration 0.10 gL of calcium oxide, it
was observed that the speed growth rate of LFS was greater than that of the PE-2 strain,
possibly this was the condition that favored the critical contamination situation observed in
the plant samples, and may mention the possibility of replacing calcium oxide in liming
treatment or alternatives that minimize the presence of Ca?* ions in the must so that it does not
favor the development of flocculating yeasts.

Keyword: ethanol; wild yeasts; industrial fermentation; mixed culture.
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1. INTRODUCAO

A necessidade imediata de reduzir os gases de efeito estufa e de modificar a
dependéncia de fontes de energia ndo renovaveis traz a producdo brasileira de etanol com uma
excelente alternativa para essas questdes. O etanol é um biocombustivel que pode ser
utilizado diretamente em veiculos fuel-flex ou adicionado a gasolina para melhorar sua
octanagem. Sua producédo é a partir de fontes renovaveis e a producdo no Brasil a partir da
cana-de-acUcar se destaca para um importante passo na mudanca na matriz energética
mundial, pois o etanol de cana-de-agucar contém cerca de 370 % mais energia do que gasta
para a sua obtencédo, sendo mais energeticamente viavel do que o etanol proveniente de outras
matérias-primas como o milho (ANDRADE; CARVALHO; SOUZA, 2009; CASTRO, 2018).

A producdo de etanol é realizada pela fermentacdo dos acucares contidos no caldo de
cana-de-aclcar e/ou melaco. O processo envolve a adicdo de leveduras da espécie
Saccharomyces cerevisiae que fermentam a mistura por 4 a 12 horas, gerando o vinho com
uma concentragéo de etanol de 7 % a 10 %. As operacOes nas usinas geralmente envolvem o
processo de recuperacdo das leveduras, as células sdo separadas do vinho fermentado por
centrifugacdo e tratadas com acido sulfdrico. Essa pratica intensifica as condi¢cfes de estresse
que as cepas de leveduras encontram durante o processo, como alto teor alcodlico, alta
pressdao osmotica, baixo pH, alta temperatura e outros (BASSO; BASSO; ROCHA, 2011;
LIMA; MARCONDES, 2012).

Muitos fatores contribuem para a eficiéncia desse processo, como qualidade da
matéria-prima, condi¢fes do processo e contaminantes microbianos. A contaminacao por
outros micro-organismos pode ocasionar a diminui¢do do rendimento fermentativo devido a
formacéo de goma, floculagdo do fermento ou inibicdo e queda da viabilidade das leveduras
devido a producédo de toxinas. O mosto de caldo de cana-de-aglcar € um substrato bastante
complexo e permite o desenvolvimento de bactérias produtoras de acido latico e outras
leveduras do género Saccharomyces e ndo-Saccharomyces. Dependendo da procedéncia da
cana, do periodo da colheita e de outros diferentes fatores, estima-se que o mosto deve conter
entre 10° e 10* de células contaminantes por mililitro (SOUZA-LIBERAL et al., 2005;
NOBRE et al., 2007; SOUZA-LIBERAL et al., 2007).

Com o sistema atual de producéo de etanol o assentamento de células de leveduras no
fundo das dornas e perdas de células nas centrifugas podem ser bastante comuns. Isso ocorre
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devido a contaminacdo da fermentacdo alcodlica industrial por bactérias, especialmente do
género Lactobacillus, como também algumas linhagens de leveduras do género
Saccharomyces que apresentam propriedade de crescer de forma floculada. (LUDWIG;
OLIVA-NETO; ANGELIS, 2001; ANDRIETTA et al., 2007).

De acordo com Andrietta et al. (2007) nos anos 90, quando métodos para identificacéo
de leveduras foram introduzidos, constatou-se que as leveduras utilizadas como inéculo na
fermentacdo eram completamente substituidas por leveduras selvagens, portanto as cepas
nativas apesentavam maiores capacidade de dominancia e persisténcia no processo com
relacdo as cepas iniciadoras da fermentacao.

Tendo em conta as observagGes mencionadas e considerando a importancia do etanol
no mercado, as avaliacdes das condicdes de contaminacdo microbiana no processo e 0s
estudos sobre as evidéncias que favorecem a dominéncia de linhagens selvagem sao
justificados para evitar prejuizos das usinas de etanol, considerando os grandes volumes de

producdo industrial que temos atualmente no pais.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Etanol

2.1.1. Caracteristicas e Aplicacdes

O etanol ou alcool etilico (C2HsOH) pertence ao grupo de compostos organicos e
possui um grupo hidroxilico ligado a um radical alquila. O alcool etilico caracteriza-se por ser
um liquido incolor, volatil, inflamavel e solivel em &gua, além disso possui um odor
caracteristico e propriedades que o classifica como solvente, germicida e anti-congelante
(PEREIRA; ANDRADE, 1998; LOPES; GABRIEL; BORGES, 2011). O etanol pode ser
produzido pela fermentacdo de acglcares ou sintese quimica pela hidratacdo do etileno ou
reducdo do acetaldeido, porém a fermentacdo € a forma mais econémica, sendo utilizada
desde os tempos antigos na fabricacdo de bebidas alcoodlicas pela fermentacdo de vegetais, tais
como cereais, beterraba, batata e cana (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001; ROEHR, 2001;
LOPES; GABRIEL; BORGES, 2011).

Atualmente o alcool etilico é encontrado na industria alimenticia na producdo de
vinagre e em bebidas como cerveja, vinho e aguardente, ja na inddstria farmacéutica é
utilizado na producdo de medicamentos, vacinas e antibioticos. O alcool etilico estd presente
também na composicdo de produtos de limpeza e cosméticos. Contudo, sua principal
finalidade é como combustivel de motores de combustdo interna, o etanol é um
biocombustivel e possui a vantagem de ser de fontes renovaveis, como cana-de actcar, milho
e batata, com isso, possui fortes motivacOes para sua producao, contribuindo para diversificar
as fontes energéticas e reduzir a emissdo dos gases do efeito estufa (MACHADO; ABREU,
2006; ANDRADE; CARVALHO; SOUZA, 2009; LOPES; GABRIEL; BORGES, 2011).

2.1.2. Contexto Econbémico

O etanol também exerce um papel importante na economia nacional, a produgdo na
safra de 2018/2019 atingiu 33,14 bilhdes de litros, utilizando como matéria-prima a cana-de-
acucar, posicionado o Brasil como o segundo maior produto do mundo (CONAB, 2019),
enguanto o maior produtor, os Estados Unidos, utilizando o milho como matéria-prima,
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produziu 60,56 bilhGes de litros no mesmo ano. Contudo, a producdo de bicombustivel a
partir da cana apresenta vantagens no balaco energético e tem uma maior rentabilidade, visto
que para cada hectare cultivado de cana-de-acucar produz em média 6800 litros de alcool,
enquanto que a mesma area cultivada de milho fornece apenas 3200 litros, além disso, 0
alcool produzido da cana tem 370 % mais energia do que gasta para a sua obtencdo. Além de
tudo, a producdo de etanol vem crescendo no pais em razdo da grande extensdo territorial, do
clima propicio para a cultura da cana-de-acucar e 0 dominio da tecnologia da fabricacdo do
etanol (XAVIER, 2007; ANDRADE; CARVALHO; SOUZA, 2009; AQUINO et al., 2014).

Atualmente o Brasil € o maior produtor de cana-de-agucar, o total da safra de
2018/2019 foi de 620,41 milhdes de toneladas, dos quais 35,29 % foram destinadas a
producdo de agucar e 64,7 % para a producdo de etanol (CONAB, 2019; CHIEPPE JUNIOR,
2012). Além disso, algumas usinas tém utilizado a biomassa da cana-de-acUcar para geracao
de energia elétrica (bioeletricidade), buscado assim maior eficiéncia, reduzindo os custos e
contribuindo para a sustentabilidade da atividade (ALMEIDA, 2018). Fomentando a
importancia da cultura da cana-de-acicar no agronegdcio do pais, o PIB do setor na safra
2017/2018 foi estimado em cerca de R$ 85 bilhdes, gerando cerca de 800 mil empregos
diretos por meio das 365 usinas no pais, os estados com maiores producdes na safra
2018/2019 foram o estado de S&o Paulo com 332,88 milhdes de toneladas, em seguida Goias
com 70,00 milhdes de toneladas e Minas Gerais com 63,20 milhGes de toneladas de cana-de-
acucar (CASTRO, 2018; CONAB, 2019).

A producdo industrial do etanol apresenta uma composicdo que varia em funcdo da
sua utilizagdo, o alcool hidratado possui teor de umidade residual de 4 % a 6 % e é utilizado
como combustivel de veiculos flex fuel, (LOPES; GABRIEL; BORGES, 2011; CONAB,
2018), ja o alcool anidro, com umidade residual inferior a 1 %, é adicionado a gasolina em
torno de 25 %, essa adigdo faz com que reduza o prego da gasolina, aumente sua octanagem e
reduza a emissdo de poluentes da gasolina. A producédo de etanol hidratado corresponde a
57,88 % do total produzido, enquanto etanol anidro, influenciada pelo aumento do consumo
de gasolina nos ultimos anos, é de 42,12 %. (CONAB, 2018).

A adigdo de alcool anidro na gasolina comegou a partir da criagdo do Programa
Nacional do Alcool (Proalcool) em 1975, assim foi possivel a substituicio completa do
chumbo tetraetila (Pb(C2Hs)4), que era usado para aumentar a octanagem da gasolina, mas que
é uma substancia toxica e libera particulas de chumbo no ar. O programa Proalcool foi criado
devido a crise do petrdleo no inicio dos anos 70, e serviu para estimular a producao do etanol
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e atender a demanda de combustivel no pais, o objetivo era desenvolver técnicas e
aperfeicoamento dos insumos para a producdo de alcool etilico, assim, apds a primeira etapa
que foi o acréscimo do etanol anidro na gasolina, os primeiros carros movidos totalmente a
etanol hidratado comecaram a circular em 1978 ap6s modificacGes técnicas nos motores
(TAVORA, 2011; LOPES; GABRIEL; BORGES, 2011; ANDRADE; CARVALHO;
SOUZA, 2009).

2.1.3. Processo Produtivo Industrial

O processo produtivo de etanol no Brasil € obtido pela fermentacdo a partir dos
acucares contidos no caldo do colmo da cana-de-acucar (LOPES; GABRIEL; BORGES,
2011). As industrias sucroalcooleiras até inicio dos anos 60 utilizavam a fermentagdo em
batelada, onde o mosto era inoculado em uma dorna até o estagio final de fermentacdo, ou
seja, até que a atividade da levedura cessasse por falta de nutrientes ou por excesso de etanol.
Atualmente os processos que se empregam nas industrias sdo com reutilizacdo de leveduras,
que sdo o batelada-alimentada (Melle-Boinoit) e o processo continuo, sendo cerca de 85% dos
processos industriais utiliza o batelada-alimentada e 15% o0 processo continuo
(STECKELBERG, 2001; GODOY et al., 2008).

O sistema fermentativo Melle-Boinoit foi desenvolvido na década de 1930 pelo
engenheiro Firmin Boinot nas Usinas de Melle na Franca, esse processo opera inicialmente
com elevada concentragdo do indculo, isso faz com que as leveduras ndo gastem energia na
multiplicacdo celular. Esse sistema se caracteriza também na recuperacdo das células do vinho
por centrifugacdo e no tratamento quimico que recebem para ser novamente utilizadas nas
proximas fermentagdes, sendo a recuperacdo do fermento em torno de 90 %. A densidades
celulares dentro das dornas é entre 10 e 17 % (m/v), favorecendo para uma fermentagdo com
0 tempo mais curto (BASSO et al., 2008; LOPES; GABRIEL; BORGES, 2011).

As vantagens do processo Melle-Boinoit é a alta eficiéncia fermentativa e maior
parametro de produtividade comparado com os demais processos, além de ter menor perda de
fermento e menor tempo na etapa de fermentacdo. O processo permite trabalhar com meios
fermentativos mais concentrados e ndo ha necessidade de renovar o inoculo, caso ndo haja
problemas com contaminag6es (VASCONCELOS, 2010).



2.1.4. Etapas do Processo

O processo simplificado apresentado na Figura 1, conforme Amorim et al. (2011),
denota-se o sistema industrial para beneficiamento da cana-de-actcar no Brasil, onde cerca de
90 % das destilarias estdo ligadas a fabricas de etanol e agucar, e em muitas destilarias usam
bagaco de cana para produzir o vapor necessario para operar a fabrica.

Figura 1 - Esquema simplificado do processo de producdo do etanol a partir da cana-de-

acucar.
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Fonte: Adaptado de Amorim et al. (2011)

I. Limpeza e Preparacgéo

O recebimento da cana-de-aglcar nas usinas sucroalcooleira é feito por mesas
alimentadoras, a matéria-prima € transportada para serem primeiramente lavadas, pois a
limpeza tem a finalidade de retirar impurezas provenientes do campo, como terra, areias e
fuligem. Apé6s a lavagem, a cana € levada para um conjunto de facas rotativa e
desintegradores para romper a estruturas dos colmos e para facilitar e aumentar a eficiente da
extracdo do caldo (LIMA; MARCONDES, 2012).



ii. Moagem

Os colmos da cana-de-aglcar sdo esmagados por cilindros das moendas, durante a
extracdo, o caldo obtido da primeira moenda, que corresponde 50 a 70% da extracdo, e
denominado de caldo primario, e o caldo proveniente da extracdo das demais moendas é o
caldo secundério. O caldo primério tem o teor de ATR (Acucares Totais Recuperaveis) mais
elevado, portanto é mais adequado para fabricagdo de agucar comercial (CARVALHO, 2010),
que apos sofrer um tratamento, uma evaporacdo e uma cristalizagdo para producdo do acgucar,
o residuo (mel final ou melago) juntamente com o caldo secundario sdo utilizados na
fabricacdo do etanol, esse produto ainda € um excelente substrato para a fermentagdo
alcodlica (LOPES; GABRIEL; BORGES, 2011; LIMA; MARCONDES, 2012).

iii. Tratamento do Caldo

As etapas posteriores a extracdo sdo os tratamentos do caldo com o peneiramento,
calagem, aquecimento e decantagdo. O peneiramento remove impurezas como bagacilho e
areia, ja o tratamento quimico denominado de calagem evita a inversdo e degradacdo da
sacarose corrigindo o pH utilizando o leite de cal. O aquecimento consiste em elevar a
temperatura do caldo a 103 °C — 105 °C para reduzir a contaminagdo microbiana, e entdo
passar pelo ultimo tratamento nos decantadores, a clarificagdo. Os objetivos do processo de
clarificacdo sdo a maxima eliminacdo impurezas sollveis, de dispersGes coloidais,
moleculares e idnicas, ap0s essas etapas obtendo-se 0o mosto para realizar a fermentacédo
(LOPES; GABRIEL; BORGES, 2011; LIMA; MARCONDES, 2012).

iv. Fermentacao

O processo fermentativo ocorre em tanques de aco denominados de dornas de
fermentacdo, esses tanques possuem refrigeragdo para conduzir o processo fermentativo na
faixa de 28 °C a 30 °C. Ap6s um tempo de 4 a 12 horas, a fermentacdo termina gerando um
produto final de teor alcodlico entre 7 % e 10 %, denominado de vinho fermentado ou vinho
levedurado (LIMA; MARCONDES, 2012).

v. Centrifugagdo e Tratamento do Fermento

As leveduras do processo fermentativo sdo separadas do vinho levedurado para a
reutilizacdo em fermentagBes subsequentes. A recuperagdo dessas células e realizada
mediante uma centrifugagdo. O vinho separado, livre das células de leveduras, é chamado de
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vinho centrifugado ou vinho delevurado, apos essa etapa, o vinho € finalmente encaminhado
para a destilagdo. A levedura recuperada (creme de levedura) sofre um tratamento antes de
retornar ao processo. Este tratamento consiste na adi¢cdo de agua e de acido sulfurico gerando
uma mistura conhecida como pé-de-cuba (LOPES; GABRIEL; BORGES, 2011).

vi. Destilacéo

O vinho fermentado é composto basicamente por etanol entre 7 % e 10 % e a agua
entre 89 % e 93 %, os demais componentes sdo encontrados em quantidades menores. Nesse
processo de destilacdo, o liquido é colocado em colunas € aquecido até a evaporacdo do
componente mais volatil, nesse caso o alcool etilico. Na evaporagdo, seguida da condensacéo,
é obtido o etanol hidratado, usado como combustivel, com residual de umidade de até 5 %.
Para a producdo do etanol anidro é necessaria uma etapa adicional devido a formacdo do
fendmeno azedtropo da agua residual com o etanol, podendo ser a destilacdo azeotrdpica,
destilacdo extrativa ou a destilagdo com peneiras moleculares (MACHADO; ABREU, 2006;
LIMA; MARCONDES, 2012).

2.2. Fermentacéo Alcodlica

2.2.1. Microrganismos da Fermentacao

A producédo industrial de etanol é comumente realizada utilizando leveduras como
microrganismo da fermentagéo, destacam-se como produtoras de etanol a partir de diferentes
tipos de agucares 0s géneros Saccharomyces, Schizosaccharamyces, Kluyveromyces e Pichia
(ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2009; AZHAR et al, 2017). As leveduras séo
microrganismos unicelulares, heterotroficos e anaerobios facultativos, ou seja, crescem na
presenca e na auséncia de oxigénio, porém € na condi¢cdo de anaerobiose que a producédo de
etanol é maior e que hé pouca formagdo biomassa (VASCONCELQS, 2010). A espécie mais
importante de levedura alcodlica historicamente é a Saccharomyces cerevisiae, sendo
utilizada ha muito tempo na fabricacdo de pées e bebidas alcodlicas. Essa espécie possui a
capacidade de transformar rapidamente acucares em etanol, tem alta toleréncia alcoolica,
osmotolerancia, suporta grandes variacfes de temperatura e apresenta atividade celular em
ambiente acido (ANDRIETTA et al., 2007).



Entretanto, nas Ultimas trés décadas também tém sido intensamente estudada a bactéria
Zymomonas mobilis como produtora de etanol, essa bactéria vem despertando o interesse
devido ao rendimento ser cerca de 1,9 mol de etanol por mol de glicose e a velocidade de
conversdo ser trés a quatro vezes maior que Saccharomyces cereviseae. Contudo, apesar
dessas vantagens, o rendimento fermentativo da Zymomonas mobilis diminui quando se
utiliza na fermentacdo a sacarose como substrato, isso ocorre devido a formacdo de
subprodutos como levana e sorbitol. (BAI; ANDERSON; MOO-YOUNG, 2008;
ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2009).

Atualmente no processo fermentativo brasileiro predominam as linhagens das
Saccharomyces cerevisiae que foram selecionadas nos anos 90 através de monitoramentos
utilizando a técnica de cariotipagem. Essas cepas selecionadas foram avaliadas em
laboratdrios e reintroduzidas nas destilarias para comprovar sua capacidade fermentativa, as
cepas foram identificadas com as iniciais das unidades de origem, por exemplo, BG-1 (Usina
Barra Grande), CR-1 (Usina Cresciumal), SA-1 (Usina Santa Adélia), CAT-1 (Usina
Catanduva), PE-2 (Usina da Pedra) CL (Usina Clealco), entre outras. As linhagens PE-2 e
CAT-1 tem mostrado alta taxa de persisténcia e dominancia na inddstria, e representam 80 %
da comercializacdo de cepas iniciadoras da fermentacdo no Brasil (ANDRIETTA et al., 2007;
BASSO et al., 2008; BASSO; BASSO; ROCHA, 2011; AMORIM et al., 2011). Além disso,
com o uso da biologia molecular, vérias linhagens de levedura ainda vém sendo estudadas e
desenvolvidas para producdo de etanol, incluindo leveduras hibridas, recombinantes e
selvagens (AZHAR et al., 2017).

2.2.2. Processo Bioquimico

A fermentacdo alcodlica é um processo bioldgico de catabolismo anaerdbio na qual a
levedura utiliza substrato fermentavel para a producdo de energia na forma de ATP ou outros
compostos de transferéncia de energia para a biossintese do material celular e producgdo do
etanol (VOLPE, 1996; LIMA; MARCONDES, 2002). O substrato fermentavel sdo os
acucares, especialmente as hexoses como a glicose. A sacarose presente no mosto da cana-de-
acucar € hidrolisada pela invertase, enzima produzida pela levedura, convertendo em duas
moléculas de hexoses, sendo uma molécula de glicose e outra de frutose. Na reagdo quimica,
1 grama de sacarose fornece 1,0526 gramas de hexose, isso acontece devido a incorporacéo
de &gua, conforme equacéo estequiométrica a seguir (LOPES; GABRIEL; BORGES, 2011).



C12H2204; + H;0 — 2C4H;,04 (1)

A principal via catabdlica para a fermentacdo das hexoses € o glicolise (Embden-
Parnas-Meyerhof), a mesma envolve uma série de reagdes enzimaticas independentes. O
primeiro estagio de reacdes é a fosforilagdo da glicose até a conversdo em frutose-1,6-
difosfato, consumindo duas moléculas de ATP (adenosina trifosfato). Essa molécula, no
segundo estagio, € separada em diidroxiacetona fosfato e em gliceroldeido-3-fosfato. O
terceiro estagio é fosforilacdo do gliceraldeido-3-fosfato pela adicdo de uma molécula de
fosfato inorgéanico, possibilitando a formagdo do acido 3-fosfoglicérico e a sintese de duas
moléculas de ATP, posteriormente, a molécula de acido 3-fosfoglicérico converte para 2-
fosfoenolpirdvico pela acdo de uma enzima chamada fosfogliceromutase. A formacéo do
piruvato ocorre no quarto estdgio da glicdlise, com a formacdo do enolpiruvato e duas
moléculas de ATP a partir do 2-fosfoenolpirivico (MADIGAN, 2016; CROCOMO;
GUTIERREZ, 2001).

Figura 2 - Sintese do etanol na célula de levedura. Abreviacdes: HK — Hexoquinase, PGI —
Fosfoglicomutase, PFK — Fosfofrutoquinase, FBPA - Frutose difofato aldolase, TPl —
Fosfotrioseisomerase, GAPDH — Gliceraldeido fosfato desidrogenase, PGK -
Fosfogliceroquinase, PGM — Fosfogliceromutase, ENO — Enolase, PYK — Quinase piravica,
PDC — Descarboxilase piravica e ADH — Desidrogenase alcodlica.
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Fonte: BAI, ANDERSON e MOO-YOUNG (2008).
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Dessa madeira, o saldo final da glicélise sdo dois moles de ATP por mol de glicose
consumido. Por fim, ocorre a descarboxilacdo do piruvato e o acetaldeido € reduzido a etanol
com producéo de dioxido de carbono (CO2) (MADIGAN, 2016; CROCOMO; GUTIERREZ,
2001).

CeH;,0, = 2C,H:OH + 2CO, (2)

A relacdo estequiométrica acima, conhecida como equacdo de Gay-Lussac, estabelece
a relacdo tedrica que 1 grama de hexose possa produzir 0,511 grama de etanol e 0,489 grama
de dioxido de carbono. Em termos da sacarose esse mesmo calculo pode ser realizado
levaremos em consideracdo a relacdo estequiométrica da Equacdo 1, portanto 1 grama de
sacarose fornece 1,0526 gramas de hexose que por sua vez fornece 0,5379 grama de etanol.

Porém a conversdo nao ocorre por completo por diversos fatores de estresse celular,
aproximadamente 5 % do acucar é consumido pela levedura para a formagdo de compostos
intermediarios (LIMA; MARCONDES, 2002). O glicerol € um desses compostos, e a
formacdo deste ocorre a partir de um desvio da fosfodiidroxiacetona da glicolise devido a
producdo de biomassa. Outros subprodutos da fermentacdo sdo os acidos organicos como o
succinico e o acético (CROCOMO; GUTIERREZ, 2001; AMORIM et al., 2011).

2.2.3. Rendimento Fermentativo Industrial

A fermentagdo alcodlica é um procedimento bem conhecido, no entanto ha diferentes
fatores que interferem na produtividade de etanol na indUstria. As cepas industriais sofrem
varias condicOes de estresse impostas pelo préprio processo, tais como altos teores de etanol,
alta pressao osmdtica, baixo pH, alta temperatura e outros, que segundo Basso et al. (2011),

todos esses fatores sdo intensificados pela préatica de recuperagéo do fermento.

I. Agentes Inibidores

A fermentagdo produz uma série de compostos que podem atuar como inibidores a
levedura, mas também substancias presentes no mosto podem causar a reducdo na viabilidade
celular, como potéssio, calcio e aluminio em quantidades excessivas (LIMA; BASSO;
AMORIM, 2001; BASSO et al., 2008).
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Contudo, o principal composto inibidor é o etanol, visto que é o metabdlito produzido
em maior quantidade durante o processo fermentativo. O etanol pode ser toxico em
determinadas concentracfes, dependem de condicbes como temperatura e tempo de
fermentac&o, em geral, a atividade das células cessa em concentragdes acima de 110 g.L™* de
etanol. Por essa razdo, a inddstria busca por linhagens de Saccharomyces cereviseae com
maiores tolerancias ao etanol (LIMAS; MARCONDES, 2002; SILVA et al. 2008). O alcool
afeta algumas enzimas chave na via glicolitica das células, além de comprometer 0 consumo
de nutrientes diminuindo a atividade da membrana plasmatica, isso porque os acidos graxos
da membrana neutralizam a inibicdo do etanol alterando a permeabilidade das membranas
plasmaéticas, assim com o sistema de transporte de acucares (BAl; ANDERSON; MOO-
YOUNG, 2008).

ii. Acidez e pH

Durante a fermentacdo a levedura pode ser inibida pelos acidos produzidos por
microrganismos concorrentes. Além disso, a permeabilidade de alguns nutrientes essenciais
nas células é influenciada pela concentracdo de H* no caldo, com isso, o rendimento
fermentativo pode ser afetado. O meio com pH néo ideal pode favorecer a contaminagéo
bacteriana, a baixa taxa de fermentagéo e a alta formacdo de subprodutos (AZHAR et al.,
2017).

Sendo assim, o pH pode ser usado para selecionar o crescimento preferencial das
leveduras sobre as bactérias (SOUSA; MONTEIRO, 2011), uma vez que as leveduras sdo
microrganismos acidofilos e a faixa de pH para obtencdo dos melhores resultados
fermentativos esté entre 4,0 e 4,5 (VASCONCELOS, 2010). De acordo com Staniszewski et
al. (2007), quando o pH ¢ inferior a 4,0, € necessario um periodo de incubagdo mais longo,
mas a concentracdo de etanol ndo é reduzida significativamente, no entanto, quando o pH esta
acima de 5,0, a concentracao de etanol reduz substancialmente.

Valores baixos de pH influenciam também a inversdo da sacarose, uma vez que 0 &cido
sulfurico, utilizado no tratamento do fermento, ativa o processo de inversao tornando o mais

facil para as leveduras fermentarem a glicose e a frutose (VASCONCELOS, 2010).

iii. Temperatura
A taxa de crescimento de microrganismos é diretamente afetada pela temperatura, as

leveduras sdo microrganismos mesofilos e a temperatura adequada para conduzir uma
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fermentagdo é entre 26 °C e 35 °C. Porém a fermentacdo é uma reacdo exotérmica, € um
processo sem o controle adequado, a temperatura pode chegar a 38 °C. A temperatura elevada
pode aumentar o efeito inibidor do etanol sobre as células de leveduras, pode favorecer a
contaminacdo bacteriana e ter perdas do etanol por evaporacdo (LIMA; BASSO; AMORIM,
2001; VASCONCELOS, 2010). Além disso, as enzimas que regulam a atividade microbiana
durante processo de fermentacdo sdo sensiveis a alta temperatura, 0 que pode desnaturar sua
estrutura terciaria e inativar as enzimas. Dessa maneira, a temperatura é cuidadosamente

regulada durante todo o processo de fermentacdo (AZHAR et al., 2017).

Iv. Substrato

O uso da concentracdo adequada de substrato leva ao aumento da velocidade de
fermentacdo, da produtividade, de menores quantidades de biomassa e menor formacéo de
glicerol. A fermentacdo alcodlica com alta concentracdo de aglcares expde a levedura a
estresses como pressao osmética e forte inibicdo pelo etanol, podendo inibir o metabolismo
celular (VASCONCELOS, 2010; PHUKOETPHIM et al., 2017).

Em teoria, a concentracdo de agucar necessaria para resultar em 12 % de etanol seria
em torno de 20 % (m/v) de ART, considerando um rendimento de etanol de 90 %. Porém, a
concentracdo ideal para o mosto é de 12 °Brix a 16 °Brix (LIMA; MARCONDES, 2002;
BASSO et al., 2011).

v. Oxigénio

A levedura tem caracteristicas facultativas a respeito da utilizacdo do oxigénio,
podendo seguir rotas metabdlicas tanto na auséncia como na presenca de oxigénio. O
oxigénio é essencial para a multiplicagdo celular, contudo, para o processo fermentativo, a
condicdo de anaerobiose € mais adequada para maior produtividade de etanol. O excesso de
oxigénio pode levar a oxidacdo de lipidios da membrana mitocondrial (LIMA; BASSO;
AMORIM, 2001; VASCONCELOS, 2010).

vi. Agitacao

A agitacho mecanica durante o processo fermentativo, quando conduzida
adequadamente, contribui para o aumento da eficiéncia fermentativa, pois reduz o efeito de
inibicdo do etanol nas células, diminui o gradiente de temperatura, mantem as leveduras em

suspensdo e reduz o tempo da fermentacdo proporcionando o contato mais eficiente entre a
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levedura e o substrato. A taxa de agitacdo comum para fermentacéo é de 150 rpm a 200 rpm,
e a taxa ndo adequada pode causar limitacdo as atividades metabdlicas das células, visto que,
quando conduzida na rotacdo correta, a agitacdo controla a permeabilidade de nutrientes do
caldo para dentro das células e remocdo de etanol para meio (VASCONCELOS, 2010;
AZHAR et al., 2017).

vii. Floculacao Celular

A floculacdo celular € um mecanismo natural de formacdo de conglomerados de
celulas com massa muito superior ao da célula individualizada. Esse conglomerado reduz a
superficie de contato entre as células e 0 meio, comprometendo a conversdo de aglcar em
etanol, além disso, as células floculantes podem decantar no fundo dos fermentadores
deixando acUcares residuais no vinho sem fermentacdo e aumentando assim o tempo de
fermentacdo (SOUZA; MUTTON, 2004; AMORIM et al., 2011; BASSO et. al., 2011).

A floculacdo das células de levedura é provocada tanto por bactérias como por
leveduras contaminantes (LUDWING; OLIVA-NETO; ANGELIS, 2001). O mecanismo de
floculacdo no processo fermentativo afeta o desempenho industrial, principalmente das
unidades que utilizam o sistema de recuperacdao de células por centrifugacdo, pois ocorrem
perdas excessivas de células (SOUZA; MUTTON, 2004). Ja no sistema de recuperacao do
fermento, processo que predomina de fermentacdo alcodlica no Brasil, a floculagdo reduz a
eficiéncia da centrifugacdo e o creme de levedura fica menos concentrado, contendo assim
mais vinho. Assim que o creme de levedura vai para o tratamento com acido sulfarico, é
necessario adicionar mais acido para reduzir o pH, pois o vinho presente tem capacidade
tampdo, com isso, o tratamento pode levar as leveduras ao estresse acido, com isso podem
reduzir sua atividade ou morrer (AMORIM et al., 2011). Com reducédo de células viaveis, ha
um gasto maior de substrato como a reposigéo celular, comprometendo assim o rendimento
alcoolico (LUDWING; OLIVA-NETO; ANGELIS, 2001).

viii. Contaminacao Bacteriana

A contaminacdo bacteriana tem sido um problema na producdo industrial do etanol,
devido as grandes dimensdes do processo de fermentacao e as condi¢des de assepsia serem de
dificil alcance. Dependendo da intensidade, a contaminacdo bacteriana compromete o
rendimento fermentativo devido as bactérias competirem com as leveduras pelo substrato e

formar metabdlitos bacterianos prejudiciais ao desempenho fermentativo das leveduras, como
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a formacdo de acidos organicos, polissacarideos e biofilmes gomosos, resultando em
formagéo de espuma e baixa viabilidade da levedura (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001,
BASSO et al., 2011; BREXO; SANT’ANA, 2017). De acordo com Brexo e Sant’ana (2017),
a reducdo do rendimento no processo fermentativo pode chegar a 30 % devido a
contaminagdo microbiana.

Altas temperaturas favorecem o crescimento de bactérias, assim como o aumento do
tempo de fermentacdo e as condicOes de estresses da levedura. (LIMA; BASSO; AMORIM,
2001). A maioria dos contaminantes bacterianos sdo bactérias do &cido latico, como as
espécies Lactobacillus, Leuconostoc e Bacillus, devido a sua maior capacidade dessas
bactérias em lidar com os baixos valores de pH e altas concentragBes de etanol em
comparagdo com outros microrganismos (BASSO et al., 2011; ANDRIETTA et al., 2007).

2.3. Biodiversidade das Leveduras

A populacdo microbiana durante as fermentagdes industriais costuma ser bastante
dindmica, da mesma maneira que as destilarias permitem a entrada de bactérias contaminantes
no processo, permitem também a entrada de leveduras selvagens (Saccharomyces e nao-
Saccharomyces). Durante a producéo de etanol pode ocorrer a substituicdo da levedura do
processo por essas leveduras selvagens, tanto de linhagens da prépria espécie como de outras
espécies. 1sso porgue o processo de batelada alimentada com o reciclo de células favorece a
proliferacdo de alguns géneros contaminantes, e a reciclagem de células exerce uma pressdo
seletiva, levando as cepas com maior tolerancia as condicdes estressantes da fermentacdo
(OLIVA-NETO; YOKOYA, 1994; BASSO et al., 2008; CECCATO-ANTONINI, 2012).

Dessa forma, o monitoramento dessas leveduras selvagens é um componente essencial
do gerenciamento do processo de fabricacdo de etanol, através do monitoramento podem ser
observadas dominancia e a persisténcia das cepas selvagens e serem posteriormente
selecionadas e empregadas como cepas iniciais (BASILIO et al., 2008; BASSO et al., 2011;).
O estudo realizado por Basso et al. (2008) demonstrou a dinamica populacional das leveduras
em 70 destilarias do Brasil por um periodo de 12 anos, onde as cepas com dominancia e
persisténcia foram identificadas por cariotipagem, isoladas e avaliadas em rendimento de
etanol, formacdo de glicerol e espuma, viabilidade durante a reciclagem e capacidade de
implantacdo em fermentadores industriais, assim foram isoladas 340 diferentes cepas
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selvagens, as cepas ndo-Saccharomyces, como Schizosaccharomyces pombe, Dekkera
bruxellensis e Candida krusei, representaram menos de 5 % do total isolado. A maioria das
linhagens, mesmo apresentando dominancia e persisténcia, apresentou caracteristicas
indesejaveis na fermentacdo, como formacéo excessiva de espuma, alta taxa de sedimentacéo,
e apenas 14 cepas apresentavam parametros desejaveis para a fermentacdo, e as cepas que
apresentaram melhor desempenho com suas capacidades de implantagcdo foram as linhagens
PE-2, CAT-1e VR-1.

Em outro estudo realizado uma destilaria brasileira constatou a presenca de uma flora
de levedura diversificada nas amostras de caldo e mosto da cana-de-acUcar, obteve-se 72
isolados e identificados em 4 géneros, sendo eles: Saccharomyces, Candida, Pichia e
Schizosaccharomyces. J& na amostra do fermento tratado o estudo mostrou que o género
Saccharomyces representou 88 % dos isolados e o género Candida os 12 % restantes
(Cabrini; Gallo, 1999).

2.3.1. Principais Técnicas de ldentificacdo de Leveduras

A estratégia para monitorar a dindmica das leveduras ao longo do processo para
garantir a qualidade e reprodutibilidade da fermentacdo é a identificacdo dessas espécies de
leveduras. Mesmo concordando-se que a abundancia de espécies € central para a
caracterizacdo da biodiversidade, a diversidade genética é uma caracteristica essencial para a
propria espécie, podendo ser diferenciada desde técnicas simples ou mais elaboradas
(LACHANCE, 2006).

A técnica convencional de identificacdo é a taxonomia classica, e consiste em
classificar leveduras por meio de suas caracteristicas morfologicas, fisiol0gicas e bioquimicas.
O meétodo de taxonomia classica de leveduras diferencia as culturas a nivel de género por
testes morfologicos (formagéo de pseudomicelio e micélio verdadeiro, reprodugéo vegetativa,
formacdo de endosporos e balistsporos), sexuais (presenga ou auséncia de ascosporos) e de
cultura (crescimento em meio solido e liquido).

Ja para identificacdo a nivel de espécie sdo necessarios testes fisioldgicos, como a
utilizacdo de carboidratos, utilizacdo de compostos nitrogenados, crescimento em meio isento
de vitaminas, utilizagdo e producdo de 4cidos, producdo de compostos amildceos
extracelulares, hidrolise da ureia, degradacdo de lipideos, producdo de éster, resisténcia a

actidione e outros. A eficiéncia da taxonomia classica é limitada quando ha a necessidade de
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identificar leveduras da mesma espécie, pois possuem caracteristicas semelhantes e ndo ha
discriminagdo intraespecifica nesse método. Devido a isso, utilizam-se as técnicas de biologia
molecular, que apesar de demandarem equipamentos e reagentes caros, tém sido conclusivas
na identificacdo de diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae (CECCATO-
ANTONINI, 2012).

As técnicas de biologia molecular sdo baseadas na andlise de polimorfismos
moleculares. Os polimorfismos sdo variacdes genéticas que podem ocorrer em sequéncias
codificadoras e ndo codificadoras do DNA, levando a variac6es fenotipicas. As técnicas mais
utilizadas s&o a cariotipagem, a técnica de DNA Polimorfico Amplificado ao Acaso (RAPD),
reacdo de polimerizagdo em cadeia (PCR), e o Polimorfismo de tamanho do fragmento de
restricdo do DNA mitocondrial (RFLP/mtDNA). A Cariotipagem por meio da eletroforese em
campo pulsado baseia-se em observacdes microscéopicas de preparacdes de cromossomos na
mitose ou meiose. Ja a PCR permite a amplificacdo in vitro de sequéncia especifica de DNA
em até um bilhdo de vezes, para isso, 0 método envolve nucleotideos (ANTP’s) do DNA,
sequéncias iniciadoras (primers) e uma DNA polimerase termoestavel. A técnica de RAPD ¢é
basicamente uma variacdo da técnica de PCR, diferenciando-se apenas por utilizar um primer
unico, de sequéncia pequena, desenhado aleatoriamente e que podera amplificar diferentes
regides do genoma ao acaso, dessa forma a técnica que pode ser utilizada para caracterizar um
organismo individual (CECCATO-ANTONINI, 2012; ALCOBA-FLOREZ et al., 2007).

A técnica de polimorfismo de tamanho do fragmento de restricdo do DNA
mitocondrial (RFLP/mtDNA) tem sido bastante utilizada no acompanhamento da dinamica de
populacbes de leveduras, o método explora a ampla variabilidade do tamanho do DNA
mitocondrial (entre 6 a 25 um). O uso de DNA mitocondrial apresenta vantagens devido ao
alto nimero de moléculas por célula e um Unico cari6tipo mitocondrial em cada isolado
(ALCOBA-FLOREZ et al., 2007). Essa técnica é baseada na diferenca no contetido de GC
(Guanina-Citosina) entre 0 DNA nuclear (nDNA) e o mtDNA, sendo de 40 % e 20 %,
respectivamente. Assim, a enzima de restricdo utilizada (como Mspl, Haelll, Cfol, Hinfl e
Alul) reconhecem regides ricas em GC, e o DNA nuclear fica superdigerido, dando origem a
um alto nimero de fragmentos pequenos que ndo sdo detectados pela eletroforese
convencional em gel de agarose. Dessa forma, somente os fragmentos de DNA mitocondrial
serdo observados no gel, os quais serdo separados por tamanho, constituindo padrdes
especificos para as espécies e linhagens (ALCOBA-FLOREZ et al., 2007; CECCATO-
ANTONINI, 2012).
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2.3.2. Interacdes entre Micro-organismos

A utilizacdo de mais de uma cepa de levedura iniciadora da fermentacdo € comum na
destilaria de etanol, a incubacdo de cepas especificadas em condicbes assépticas é conhecida
como co-cultura. O sistema em co-cultura pode ser vantajoso em relagdo a utilizacdo de um
unico microrganismo e resultar em maiores rendimentos fermentativos, isso devido ao
potencial de utilizacdo sinérgica das vias metabdlicas de todas as cepas inoculadas. No
entanto, a presenca de leveduras selvagens (ndo especificadas) na fermentacdo é definida
como cultura mista, e a presenca de diferentes micro-organismos podem levar a acdo
simbiodtica dos mesmos para desenvolver mecanismos de sobrevivéncia (BADER et al.,
2010).

Portanto, o monitoramento das leveduras presente nas dornas de fermentacdo é de
extrema importancia, visto que as interacdes desses micro-organismos podem também ter
efeitos antagdnicos sobre as cepas iniciadoras. Certas cepas de Saccharomyces secretam uma
toxina proteica chamada zimocida, ou toxina “killer”, que € letal para outras cepas de
Saccharomyces. A atividade Kkiller das Saccharomyces é determinado pela presenca de fita
dupla de RNA (dsRNA - double stranded RNA), e uma levedura selvagem produtora de
toxina “killer” pode ter um impacto negativo sobre a producdo de etanol (RUSSELL, 2003;
EL-BANNA; MALAK; SHEHATA, 2011).

Para Lopes et al. (2015) outro assunto promissor na interacdo e competicdo de
levedura € a epigenética, que € um processo de regulacdo dos genes que acontece durante a
divisdo celular, que ndo envolve uma mudanca na sequéncia do DNA, esse processo é capaz
de mudar o comportamento das leveduras, eventualmente levando-as a exibir caracteristicas
diferentes das esperadas para uma linhagem. Os fen6menos epigenéticos diferem dos
processos genéticos convencionais com relagdo a reversibilidade e a resposta direta as
influéncias ambientais. No entanto, poucos casos foram relatados para linhagens de leveduras
industriais (MULLER; PRADO, 2008; LOPES et al., 2015).

Dessa forma, hd a urgéncia para estudar os mecanismos de interacdo, selecdo e
evolucéo de leveduras, uma vez que apenas uma pequena parte da biodiversidade da levedura
é conhecida e a populagdo durante as fermentac6es industriais costuma ser bastante dindmica
(LACHANCE, 2006; CECCATO-ANTONINI, 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a contaminagdo microbiana no processo fermentativo de uma usina
sucroalcooleira no estado de Goids e estudar a predominancia de uma cepa de levedura
floculante selvagem em fermentagdes de cultura mista com linhagens industriais do género

Saccharomyces cerevisiae.

3.2. Objetivos Especificos

e Isolar leveduras contaminantes predominantes no caldo bruto, caldo decantado, mosto,
mel final, fermento do pé-de-cuba e vinho fermentado do processo fermentativo de
uma usina no estado de Goiés;

e Comparar a producdo de etanol, biomassa, glicerol, &cido acético e consumo de
acucares das leveduras isoladas e das linhagens de Saccharomyces cerevisiae BG-1,
CAT-1, FT-858L e PE-2;

e Estudar a competéncia das cepas BG-1, CAT-1, FT-858L e PE-2 com diferentes
porcentagens de levedura floculante selvagem predominante em fermentacbes
utilizando mosto sintético de cana-de-agucar;

e Monitorar a dindmica populacional ao longo de dez fermentagdes consecutivas com
reutilizacdo de inoculo de cultura mista de levedura floculante selvagem, BG-1, CAT-
1, FT-858L e PE-2;

e Quantificar a concentragdo de calcio no mosto utilizado em uma usina do estado de
Goias;

e Estudar a competéncia das cepas PE-2 com a cepa de levedura floculante selvagem em

mosto sintético de cana-de-agucar adicionado de diferentes concentragdes de calcio.
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4. METODOLOGIA

O estudo foi desenvolvido no laboratorio de Engenharia Bioguimica na Escola de
Engenharia de Alimentos, localizado na Universidade Federal de Goids no campus
Samambaia em Goiania - GO.

As amostras foram coletadas do processo de producdo de etanol, cedidas por uma
usina localizada no estado de Goias. As amostras coletadas foram o mel final, mosto, caldo
bruto, caldo decantado, vinho fermentado e o fermento do pé de cuba. O fluxograma do
processo da usina e 0s seis pontos coletados estdo na Figura 3, e as etapas de execugdo da

pesquisa seguiram-se conforme o fluxograma apresentado na Figura 4.

Figura 3 - Fluxograma do processo produtivo da usina de etanol e os locais de coleta das seis
amostras.
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Figura 4 - Fluxograma com as descri¢des das etapas executadas na pesquisa.
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4.1. Isolamento, Micro-organismos e sua Manutencao

Inicialmente foram feitos isolamentos dos micro-organismos presentes nas seis etapas
do processo de producdo de etanol mencionadas anteriormente. As amostras foram diluidas de
maneira a obter colbnias isoladas, sendo uma aliquota de 0,1 mL transferida para placa de
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Petri com meio GPY (Tabela 1) e incubadas em BOD a 30 °C por 48 horas. Apos o0 periodo
de incubacdo, foram feitas as contagens nas placas em unidade formadora de colonia por

mililitro (UFC.mL™) conforme metodologia descrita por Ceccato-Antonini (2010).

Numero de colonias x Diluigdo (3)
0,1 mL

UFC.mL'=

Pelo menos 30 colbnias foram repicadas com auxilio de uma alca de platina e
armazenadas no banco de cepas do Laboratério de Engenharia Bioquimica da Universidade
Federal de Goias. Alem das leveduras isoladas, também foram utilizadas as cepas de
Saccharomyces cerevisiae BG-1, CAT-1, FT-858L e PE-2, do banco de cepas do Laboratdrio
de Engenharia Bioquimica.

A manutencdo das leveduras para conservacdo e viabilidade das células foram feitas

utilizando os meios de cultura estéreis descritos nas Tabela 1 e Tabela 2.

Tabela 1 - Meio de cultura GPY para manutencdo das leveduras.

Componentes do Meio Concentracéo (g.L™?)
D-(+)-Glicose Anidra P.A. 20
Peptona 5
Extrato de Levedura 5
Agar-Agar 15

Tabela 2 - Meio de cultura GPY liquido para manutencdo das leveduras.

Componentes do Meio Concentragdo (g.L 1)
D-(+)-Glicose Anidra P.A. 20
Peptona 5
Extrato de Levedura 5

4.2. Preparo do Mosto Sintético

Para melhor reprodutividade dos experimentos foi utilizado mosto sintético de cana-
de-agUcar com aproximadamente 16 % de acucares (m/v), conforme Anexo A. O mosto foi
preparado com padrfes analiticos de agucares, acidos organicos, aminoacidos, vitaminas e
sais minerais. Os nutrientes foram solubilizados em &gua destilada nas concentragdes

descritas no Anexo A e ap0s essa etapa ajustou-se 0 pH com NaOH para 4,0. Em seguida o
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mosto foi esterilizado por filtragdo a vacuo com membrana com poros de 0,22 um de

diametros da marca Merck Millipore® Stericup® e conservado a 4 °C até o momento do uso.

4.3. FermentacOes

As fermentacdes foram conduzidas em triplicatas em tubos de ensaio estéreis de
10 mL e o volume atil foi 2 mL com mosto sintético de cana-de-actcar (Item 4.2). Os ensaios
foram conduzidos sob agitacdo de 50 rpm com os tubos inclinados em 60°, na temperatura de
30 °C, durante 72 horas. O periodo de incubacdo foi determinado ap6s testes prévios para
atingir a fase estacionaria da curva de crescimentos das leveduras nessas condicdes.

O preparo do indculo para as fermentacdes foram feitos a partir da raspagem das cepas
presentes nas placas de manutencéo e transferidas para tubos eppendorfs de 1,5 mL contendo
1 mL de meio GPY liquido. Os tubos foram incubados a 30 °C por 12 horas. Apds esse
periodo, foi feita a centrifugacdo a 1075 g por 2 minutos, descartou-se 0 sobrenadante e
ressuspendeu as células em 1 mL de agua destilada estéril. Para garantir o mesmo nimero de
células iniciais em todos 0s experimentos, ajustou-se a concentracdo celular em 0,1 g.L?, a
partir da construcdo previa da curva padrdo que correlaciona a absorbancia a 600 nm
(Equacbes 4, 5, 6, 7 e 8), como descrito no Item 4.4.

No final do tempo de 72 horas de fermentacdo, foram coletadas amostras para
avaliacdo da concentracdo celular das leveduras bem como a concentracdo de acgucar residual,
etanol, glicerol, e acido acético. Ao final das fermentacdes de cultura mista foram avaliadas
também as competéncias das cepas conforme Item 4.8.

4.3.1. Ensaios Fermentativos

A primeira etapa do trabalho foi a realizacdo de ensaios fermentativos com micro-
organismos contaminantes isolados do processo de producdo para avaliacdo global daqueles
potencialmente prejudiciais no processo de producao do etanol. Os parametros utilizados para
essa avaliacdo foram consumo de acgucares, formacdo de etanol, acido acético e glicerol. As
fermentagdes foram com o numero de coldnias selecionadas de acordo com a Tabela 3 para

viabilidade dos experimentos.
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Tabela 3 - Numero de col6nias de micro-organismos contaminantes selecionadas para as
fermentacdes para 0s pontos coletados na usina.

Amostras Coletadas N° de Colbnias Selecionadas
Mosto 22
Fermento do pé cuba 27
Mel final 10
Caldo Bruto 16
Vinho fermentado 34
Total de Fermentacoes 109

A partir das analises dos ensaios anteriores, avaliou-se o grau de contaminacéao de cada
amostra da usina e selecionou-se uma colénia de levedura com caracteristica de floculacéo
com indicios de ser prejudicial ao processo fermentativo da usina. A levedura selecionada
recebeu a nomenclatura LFS, e realizou-se fermentacGes de cultura mista da levedura
floculante com as cepas de leveduras industriais em diferentes porcentagens, conforme

descrito na Tabela 4.

Tabela 4 - Proporcdes do inéculo para as fermentacdes com as cepas BG-1, CAT-1, FT-858L
e PE-2 com LFS. Concentracéo celular inicial das fermentagGes foram mantidas em 0,1 g.L™.

Ensaios Proporcéao Ensaios Proporcéao

BG-1 LFS FT-858L LFS
1 0,98 0,02 9 0,98 0,02
2 0,90 0,10 10 0,90 0,10
3 0,80 0,20 11 0,80 0,20
4 0,70 0,30 12 0,70 0,30

CAT-1 LFS PE-2 LFS
5 0,98 0,02 13 0,98 0,02
6 0,90 0,10 14 0,90 0,10
7 0,80 0,20 15 0,80 0,20
8 0,70 0,30 16 0,70 0,30

Além desses ensaios, também foram feitas fermentacGes com reutilizacdo do indculo
por dez fermentacdes consecutivas. Todas as fermentacdes foram mantidas a concentracao
celular inicial de 0,1 g.L™, no entanto, o primeiro indculo foi ajustado para as proporgdes de
30 % levedura floculante selvagem, 17,5 % BG-1, 17,5 % CAT-1, 17,5 % FT-858L e 17,5 %

PE-2. Apds o término de cada fermentacdo, uma aliquota padronizada com concentragdo
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celular de 0,1 g.L? foi transferida para novo mosto e iniciada nova fermentagdo. Este
procedimento foi realizado até completar dez fermentacGes em série.

A usina de etanol em estudo utiliza 6xido de célcio (CaO) para o tratamento de
calagem em concentra¢do em torno de 0,3 g.L™ para evitar a degradacio da sacarose do caldo.
Com intuito de observar a influéncia de diferentes concentracdes de célcio no mosto com
infeccdo de leveduras floculantes, na Tabela 5 sdo apresentadas as condic¢Oes utilizadas das
culturas mistas de S. cerevisiae PE-2 e LFS em mosto sintético. Foi selecionada somente a
cepa de levedura PE-2 para esses ensaios para viabilizar o nimero de fermentagdes, e a

escolha dessa linhagem deu-se pela ampla utilizagdo desta na producgéo de etanol no Brasil.

Tabela 5 - Propor¢des dos inoculos nas fermentagdes com S. cerevisiae PE-2 e LFS em
mosto sintético de cana-de-agUcar, acrescido de diferentes concentracdes de éxido de célcio.
Concentragéo celular inicial igual a 0,1 g.L™.

Adicao de Oxido de Calcio Proporc¢éao
no Mosto (g.L™?) PE-2 LFS
0,00 0,70 0,30
0,05 0,70 0,30
0,10 0,70 0,30
0,20 0,70 0,30
0,30 0,70 0,30

4.4. Determinacédo da Concentragéo Celular

As concentracdes celulares foram estimadas pela construgcdo de curva de calibracédo
que correlaciona massa celular seca com a absorbancia a 600 nm. Esta curva foi construida a
partir do crescimento das cepas em GPY liquido durante 12 h. Apds este tempo 0 meio foi
centrifugado e lavado, as células foram ressuspendida com &gua destilada e diluidas em
diferentes concentracGes para posterior leitura das absorbancias. Nesta etapa, 1 mL da
suspencao de células foi filtrada em sistema de filtracdo a vacuo utilizando filtros Merck MF-
Millipore™ 0,45 um. Em seguida os filtros com as biomassas foram secos em micro-ondas
até peso constante. Na Tabela 6 sdo mostradas as curvas de calibragdo para cada umas das

cepas utilizadas.
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Tabela 6 - Curva de calibracdo das cepas BG-1, CAT-1, FT-858L, PE-2 e LFS. Onde (y) é
concentracéo celular (g.L™) e (x) absorbancia.

Cepa Equacédo R?
BG-1 y = 0,4243x (4) 0,9313
CAT-1 y =0,2999x (5) 0,9839
FT-858L y = 0,5274x (6) 0,8712
PE-2 y = 0,4070x (7 0,9885
LFS y =1,1739x (8) 0,9960
Micro-organismos contaminantes y =0,5665x* 9 -

*Para viabilizar o nimero de curvas dos demais micro-organismos contaminantes, foi utilizada uma curva com
valores médios de concentragdo celular. A curva foi determinada com a média dos coeficientes angulares das
Equacgdes 4,5, 6, 7 e 8.

4.5. Determinacédo de Célcio no Mosto da Usina

Para a investigacdo do teor de calcio no mosto utilizado pela usina apds o tratamento
de calagem, a técnica empregada foi de acordo com Silva (2009) utilizando espectrometria de
absorcdo atdbmica (AAS - Atomic Absorption Spectrometry), com o equipamento da marca
PerkinElmer, modelo PinAAcle 900F.

4.6. Determinacédo dos Metabolitos e Aclucares Residuais

A quantificagdo dos acucares residuais, bem como do etanol, glicerol e acido acético
foi feita por cromatografica liquida de alta performance (HPLC - High Performance Liquid
Chromatography). Apds as fermentacdes as amostras foram centrifugadas a 1075 g por 2
minutos, o sobrenadante foi diluido e filtrado utilizando filtros Merck Millex-GP Filter com
porosidade de 0,22 pum para entdo ser injetado no HPLC. O cromatografo utilizado foi da
marca ©Shimadzu, modelo Prominence, com detectores de indice de refracdo (RID-20A) e
UV-VIS (SPD-20A). A coluna utilizada foi a Shim-pack SCR 102HG protegida pela pré-
coluna SCR 102HG com a temperatura do forno em 50 °C. A fase movel utilizada foi solugdo
de &cido perclérico 5 mM em fluxo de 0,600 mL.min™,
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4.7. Célculo dos Parametros Fermentativos

Por meio dos valores de concentracdo celular, residual de agUcares e concentracdo de
etanol, foram calculados o fator de conversdo de substrato a células (Yx/s), fator de conversédo
de substrato em produto (Yr/s), produtividade (@) e eficiéncia fermentativas () por meio das
Equacdes 10, 11, 12 e 13 respectivamente.

Xr — Xo (10)
s =5,

Sendo: Yx/s = Fator conversdo de substrato a células (gbiomassa.g™); Xo = Concentragdo celular

inicial (g.L); Xt = Concentracéo celular final (g.L™?); So = Concentracéo inicial do substrato

(9.L1); St = Concentragdo residual do substrato (g.L™).

_ P¢- P, (11)

Sendo: Ye/s = Fator de conversio de substrato em produto (getanol.g™); Ps = Concentragéo final

de etanol (g.L™?); Po = Concentracdo inicial de etanol (g.L?); St = Concentragdo final de

substrato (g.L™); So = Concentragéo inicial de substrato (g.L™%).

P;- P, (12)

Sendo: @ = Produtividade (g.L.h?); Po = Concentragio de etanol inicial (g.L?); Pr =

Concentragéo de etanol final (g.L™); tr = Tempo total de fermentagéo (h).

A Equacdo 1 e Equacdo 2 (equacdo de Gay-Lussac) estabelecem que o rendimento
tedrico com 1 grama de sacarose possa produzir 0,5379 grama de etanol e que 1 grama de
hexose possa produzir 0,511 grama de etanol. Dessa forma, a eficiéncia fermentativa foi
calculada pela relacdo do rendimento prético pelo tedrico, considerando as proporc¢des de

hexoses e sacarose utilizadas no mosto sintético (Anexo A).

Rendimento pratico P¢/(So-Sy) 100 = f/(SO f) 100 (13)
X =
n- Rendimento téorico (O 5379%0,875)+(0,511x0,125) 10,5354
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Sendo: n = Eficiéncia fermentativas (%); Pr = Concentracdo de etanol final (g.L?); So =
Concentragdo inicial de substrato (g.L™); St = Concentragéo final de substrato (g.L™).

4.8. Andlise da Competéncia das Linhagens Industriais

Nos ensaios de cultura mista das linhagens industriais com a levedura floculante
selvagem foram avaliadas as porcentagens finais de cada cepa pela técnica de identificagcdo
baseada nas caracteristicas macromorfoldgicas de crescimento das colonias em placa. A
utilizacdo dessa técnica foi possivel devido as caracteristicas das coldnias das leveduras
floculantes serem bem distintas das caracteristicas das colénias de linhagens industriais.

As porcentagens de crescimento das col6nias em placa foram utilizadas como
pardmetro para avaliar a competéncia das linhagens BG-1, CAT-1, FT-858L e PE-2 sobre a
levedura floculante selvagem. Realizou-se as fermentagdes conforme ensaios descritos no
Item 4.3.1, e apds o periodo de 72 horas de fermentacdo, coletou-se uma amostra de 20 uL e
ajustou-se a absorbancia para 0,200 no espectrofotdmetro com comprimento de onda de 600
nm para obter um valor padronizado de células. Em seguida foram feitas diluicbes decimais
seriadas até 10 com agua destilada em microtubos. Uma aliquota de 100 pL da dilui¢do 107
foi transferida para placa de Petri contendo meio GPY (Tabela 1) e espalhada com auxilio da
alca de Drigalski. As placas foram incubadas a 30 °C por 48 horas e ap0s esse periodo foram

feitas as visualizacdes e contagem das col6nias.

4.9. Andlise Estatistica

Os resultados nos ensaios fermentativos das culturas isoladas foram agrupados
utilizando analise de Cluster. O método consiste em procedimento de agrupamento
hierarquico no qual a medida de similaridade usada para juntar agrupamentos é calculada
como a soma de quadrados entre os dois agrupamentos feita sobre todas as variaveis. O
software utilizado foi Minitab® 17, o procedimento aglomerativo foi pelo método de Ward e a
medida de distancia foi calculada utilizando o quadrado euclidiano e as variaveis

padronizadas.
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Para comparacdo de médias, os resultados foram submetidos & anélise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey a 5 % de significancia. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado e todas as andlises tiveram seus resultados expressos pelo valor
médio e desvio-padrio. Os softwares utilizados foram Microsoft Excel® 2016 e Statistica

versao 7.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Isolamentos dos Micro-organismos Contaminantes

Durante o periodo da coleta das amostras, observou-se que um dos principais
problemas na usina foi queda na eficiéncia fermentativa e a alta producdo de biomassa nas
Gltimas safras. Atualmente a usina inicia o processo fermentativo com as linhagens de
Saccharomyces cerevisiae BG-1, CAT-1, FT-858L e PE-2 em proporcdes iguais, além disso,
na safra de 2019 a usina vem reutilizando o fermento, o qual passa pelo tratamento com acido
sulfurico. As amostras foram coletadas de pontos estratégicos da planta de producdo de
etanol, dentre eles: o caldo bruto, caldo decantado, mosto, mel final, fermento do pé-de-cuba e
vinho fermentado. Estes pontos foram escolhidos por serem importantes para avaliacdo do
grau de contaminacéo do processo, bem como pela facilidade de coleta das amostras.

Na Figura 5 sdo mostradas algumas das placas com as coldnias contaminantes
encontradas no caldo bruto (Figura 5A), mosto (Figura 5B), fermento do pé-de-cuba (Figura
5C) e vinho fermentado (Figura 5D). Durante o isolamento foi observado em quase sua

totalidade um numero significativo de microrganismos selvagens.

Figura 5 - Contaminacdo encontrada no processo de producdo de etanol de uma usina do
Estado de Goias. Sendo, (A) é a amostra do caldo bruto, (B) mosto, (C) fermento do pé-de-
cuba e (D) vinho fermentado.
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Fonte: O autor (2019) ‘

No caldo bruto, no mosto e no mel final observou-se colonias bem distintas
morfologicamente entre si, podendo ser um indicativo de contaminacdo por bactérias e
leveduras selvagens. De acordo com Ceballos-Schiavone (2009), a contaminacdo por
bactérias na fermentacdo impacta diretamente na produtividade e no rendimento fermentativo,
pois a sacarose pode ser utilizada para geragdo de acidos ao invés da geracdo do etanol pelas
leveduras. Além disso, altas concentragdes de acidos podem levar a intoxicacao das leveduras.
Na Tabela 7 estdo as contagens em placa de unidade formadora de col6nias por mililitros de

amostra (UFC.mL1) em cada ponto que foi coletado na usina.

Tabela 7 - Unidades formadoras de colnia encontradas nas diferentes etapas do processo
produtivo na usina de etanol.

Ponto Coletados Contagem Padrdo em Placa (UFC.mL™1)
Caldo bruto 1,3 x 10°
Caldo decantado < 10% (Est.)
Mel final 2,0 x 10°
Mosto 41 %x10°
Fermento do pé-de-cuba 1,9 x 107
Vinho fermentado 1,2 x 107

O caldo bruto teve um nivel de contaminagdo de 1,3 x 10° UFC.mL. Na literatura é
comum encontrar pesquisas com niveis de contaminagdo por bactérias, como é o caso de

Lucena et al. (2010), que encontrou valores de contaminagdo de bactérias lacteas entre 7,4 x
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10" UFC.mL? a 6,0 x 108 UFC.mL™ no caldo bruto de cana-de-aglcar, valores bem mais
altos que a contaminacdo total encontrada no caldo bruto dessa pesquisa.

Para Silva (2016), o nivel de contaminacao aceitavel para o mosto e mel final deve ser
<10® UFC.mL™. Para Teleken (2017) a contaminacio aceitdvel do mosto deve ser
<10? UFC.mL. Portanto, no presente estudo verificou-se alto nivel de contaminagéo nesses
dois pontos (4,1 x 10° UFC.mL? e 2,0 x 10° UFC.mL™ para o mosto e o mel final,
respectivamente). Um elevado nivel de contaminacdo no mel e no mosto pode levar a
degradacdo da sacarose e consequentemente a queda na eficiéncia fermentativa, além de
outras inconveniéncias como dificuldade de centrifugacdo e aumento de acido sulfdrico para o
tratamento do fermento (CHERUBIN, 2003).

O caldo decantado apresentou baixo nivel de contaminacao, ficando de acordo com as
especificacbes de Teleken (2014), que diz que o ideal é uma contaminacdo inferior a
102 UFC.mL™. Esses resultados possivelmente sdo consequéncias do tratamento térmico a
115 °C que a usina efetua na etapa anterior a decantagdo. Segundo os autores Lopes, Gabriel e
Borges (2011), o tratamento no caldo de cana-de-acUcar por meio de trocadores de calor é
aplicado para elevar a temperatura e consequentemente reduzir a carga microbiana. Dessa
maneira, 0S micro-organismos encontrados em etapas posteriores, como por exemplo 0 mosto,
podem ter sido inseridos no processo por outros pontos de contaminacdo além da lavoura, tal
como uma sanitizacao industrial ndo efetiva.

Para o fermentado do pé de cuba e o vinho fermentado, a contagem padrdo em placa
(Tabela 7) implica no somatério de coldnias de leveduras com aspecto caracteristico de
linhagens fermentadoras (colonias brilhantes, lisas e bordas regulares) e colonias de leveduras
selvagens cujas principais caracteristicas observadas foram o aspecto rugoso e bordas
irregulares.

O nivel de levedura com aspectos liso no fermento do pé de cuba foi de 79,8 % e com
aspecto rugoso foi de 20,2 %. Enquanto o nivel de levedura com aspecto liso no vinho
fermentado foi de apenas 22,7 % e rugoso predominou em 77,4 % das coldnias, esse resultado
estd acima daqueles encontrados por Viana (2017), que estudou leveduras isoladas no vinho
fermentado e a predominancia de coldnias com aspecto rugoso foi de 64 %. Ja na pesquisa de
Lopes et al. (2015), durante oito safras consecutivas foram analisadas 384 linhagens
contaminantes de leveduras e observou-se que 91 % das linhagens eram floculantes,

espumantes ou de baixo desempenho fermentativo.
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Segundo Andrietta et al. (2007), as leveduras habitantes naturais do caldo de cana-de-
acucar apresentam maior potencial para dominarem as dornas de producdo de etanol. O caldo
proveniente da cana-de-agucar sadia carrega niveis de fungos de 10° a 10* UFC por grama de
planta. Portanto, a presenca de leveduras selvagens acaba sendo natural, sendo o recurso mais
recorrente da usina, para que essas linhagens ndo dominem as dornas, € a selecéo de linhagens
de leveduras com bom desempenho fermentativo e maior persisténcia no processo com

reciclo de biomassa.

5.2. Desempenho Fermentativo dos Isolados

Os resultados das fermentagdes com as culturas contaminantes dos seis pontos do
processo mostram uma grande diversidade entre o consumo de acglUcares e producdo dos
metabdlitos. Foram analisadas 109 colénias isoladas e agrupados com similaridade de no

minimo 80 %. Os resultados podem ser vistos na Figura 6.

Figura 6 - Dendrograma de Cluster dos agrupamentos referentes aos micro-organismos
isolados do caldo bruto (A), mosto (B), fermento de pé de cuba (C) e vinho fermentado (D).
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Os resultados das médias e desvios padrdes em termos de concentragdo celular,

consumo de agucar e producédo de etanol, glicerol e acido acético dos grupos formados pelos

dendrogramas de Cluster (Figura 6) estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Resultados das médias de concentragdo celular, consumo de agucares e formacéao
de metabolitos dos grupos de micro-organismos isolados do caldo bruto, mosto, mel final,

fermento do pé-de-cuba e vinho fermentado.

Céd. NOFie Conc. Congumo de Conc. Etanol C_onc. Con,c: A

Amostra do Individuos Celular Acucares 1 Glicerol Acético

Grupo no Grupo (g.LY (g.Lh ©@.L%) (g.L Y (g.L )
1A 3 385+080  97,11+817  31,36+313 139+011 0,97 +0,52
Caldo 2A 3 509+161  13975+597  3528+477 129042 1,21+045
Bruto 3A 1 524+004  111,62+017  29,16+111 478+011  0,65+0,02
(A) 4A 3 1954029 7745+1588  1881+268 045+023  2,30+0,76
5A 6 825+0,78  11156+895  27,41+244 247+068 0,24 +0,17
1B 2 1,72+047  89,36+4,30 058+0,89  011+023 39,54 +2,90
2B 2 9,16+095  11093+222  19,62+391 631061 0,40 +0,33
3B 2 998+129  10874+301  3893+436 390+032 3,70 +195
'\"(%S)to 4B 5 6,78+052  11409+434  2569+424 425+050 2,96 2,45
5B 1 6,19+069  112,83+290  538+127  399+0,37 13,74+572
6B 9 648+065  113,19+307  3687+301 387+0,67 0,82+0,44
7B 1 753+012  8171+632  2895+111 133+005 1,57 +0,07
Me'(g)i”a' 1c 10 001£001 5217 +550 0,60£0,08  000+000  0,000,00
1D 7 261012  114,62+821  5337+319 421+026 1,16+0,21
2D 2 580+0,83 121,91+1335 44,90+323 338+028 0,34 +0,10
Fermento 3D 4 444+069 12049+1373  47,63+382 436+059 0,64 +0,34
Pé-de-Cuba 4D 4 414+032 122,33+1287 52,78+350 374+041 1,15+0,13
C) 5D 5 454+022 12476+1393  51,68+415 447+016  1,38+0,19
6D 4 4,70+0,89 11563+10,88 54,33+473 353030 1,08 +0,29
7D 1 534+024  11159+118  3580+550 513+0,18 0,27 +0,01
1E 6 6,46+0,74  111,39+198 44,97 +468 447072 0,27 £0,05
2E 7 294+020 113,33+098  53,16+390 427+017 0,44 +0,03
3E 6 519+0,37  11277+117  50,05+436 449+0,18 0,39 +0,04
Vinho 4E 4 6,57+0,19  11365+106  5240+408 311+014 045+0,15

Fermentado
) 5E 3 9,11+0,48  141,95+0,12  32,28+331 514+0,85 0,27 +0,03
6E 2 648+048 13529+1492  49,71+322 359+024 0,51+0,18
7E 5 396+090  11029+4,12  3692+507 510+1,00 0,29 +0,12
8E 1 675+114  99,38+11,86  38,30+478 937+4,09 0,63 +0,14
Total de Individuos 109
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No caldo bruto foram identificados 5 grupos diferentes com base nas respostas de
fermentacdo. Todos os grupos tiveram baixa producdo de etanol, entre 18,81 g.L! e
35,28 g.L %, que representa eficiéncia pratica entre 45,43 % a 60,41 %, valores bem abaixo
dos encontrados na literatura quando utilizadas as cepas industriais, que estdo em torno de
85 % a 96 % de eficiéncia (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001). Em relagdo a producdo de
biomassa, glicerol, &cido acético e consumo de agUlcares, observaram-se grupos bem variados.
Dos isolados do caldo bruto, o grupo 3A teve a maior producio de glicerol (4,78 g.LY) e o
grupo 4A a maior producéo de &cido acético (2,30 g.L™?), dessa forma a contaminagio por
essas culturas isoladas do caldo bruto podem impactar de forma negativa, caso esses grupos
dominem as dornas de fermentagé&o.

No mosto foi possivel identificar 7 grupos de micro-organismos. Os grupos 3B e 6B
tiveram as maiores producdes de etanol, sendo de 38,93 g.L ! e 36,87 g.L ™%, respectivamente.
No entanto o grupo 6B teve producdo de acido acético (0,82 g.L™?) e concentracio celular
(6,48 g.L ™) mais baixo que o grupo 3B (3,70 g.L* de 4cido acético e 9,98 g.L* de biomassa
celular). Os grupos 1B e 5B do mosto tiveram producdes acentuada de &cido acético, sendo
respectivamente de 39,54 g.L ! e 13,74 g.L, isso pode representar uma contaminacgio por
bactérias acéticas. Segundo Rizzon (2006), as bactérias acéticas podem resistir a elevada
concentracdo de alcool e de &cido acético e com pouca exigéncia nutritiva, elevando a
velocidade de transformac&o do etanol em acido acético.

Os grupos 2B e 3B tiveram alta producdo de biomassa, porém o grupo 2B produziu
menos etanol e mais glicerol que o grupo 3B. No geral, os grupos de micro-organismos
isolados do mosto teriam um efeito negativo na produtividade e na eficiéncia fermentativa
com o altos niveis de contaminagdo por essas cepas, devido a alta producédo de &cido acético e
0 alto consumo de agucares observados nos grupos.

No mel final foram analisadas 10 cepas isoladas pertencentes a um unico grupo (1C)
de acordo com a analise de Cluster. Os resultados fermentativos desse grupo nao
apresentaram bom desempenho em mosto sintético de cana-de-agucar. Foi possivel notar que
a concentracdo de biomassa celular diminuiu no final de 72 horas e o consumo médio de
substrato foi de apenas 52,17 g.L™t. Com isso, pdde ser observado que as culturas encontradas
no mel final ndo causariam tanto impacto se contaminassem as fermentagdes da usina. Esta
afirmacéo pode ser feita devido as condigdes no mel final serem muito diferentes do mosto
sintético, em geral, os sélidos soltveis do mosto estdo entre 18 °Brix e 20 °Brix enquanto no

mel final os valores encontrados estdo entre 75 °Brix e 82 °Brix. Dessa forma, o mel final
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possui uma concentragdo de sélidos bastante elevada, incluindo a presenca de agUcares e sais
em grandes quantidades como potéssio, céalcio e magnésio, elevando assim a pressdo osmotica
do meio (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001; BASSOS, 2011).

No fermento do pé-de-cuba foram identificados 7 grupos, ja no vinho fermentado
foram identificados 8 grupos. Os grupos desses dois pontos do processo sao compostos pelas
linhagens de leveduras industriais utilizadas para iniciar o processo fermentativo da usina.
Contudo, conforme ja observado nos isolados nas placas de Petri, 0s grupos com baixa
producdo de etanol podem estar correlacionados com a contaminacdo das leveduras
selvagens.

Na amostra do vinho fermentado, as leveduras selvagens representaram cerca de
77,4 % dos individuos presentes. Uma das caracteristicas observadas nessas leveduras
selvagens foi a capacidade de floculacdo observada visualmente nas fermentacdes. Algumas
linhagens de leveduras podem apresentar na composi¢cdo gendmica a proteinas conhecidas
como floculinas, que permitem que essas crescam de forma floculada. A floculagdo causada
por microrganismos contaminantes naturais da fermentacao industrial pode levar a queda no
rendimento e produtividade do etanol, assim a presenca desse tipo de levedura é indesejada
nas destilarias, podendo comprometer o desempenho das linhagens industriais.
(ANDRIETTA et al., 2007; LUDWIG; OLIVA-NETO; ANGELIS, 2001). Tendo em conta
essa observacdo e ao alto grau de contaminagcdo nessa amostra do processo, optou-se em
utilizar uma das coldnias isoladas do vinho fermentado com caracteristica floculante (na qual
recebeu a nomenclatura LFS) para avaliar a competéncia das linhagens BG-1, CAT-1, FT-
858L e PE-2 em cultura mista.

Dessa maneira, a etapa seguinte se refere a comparacdo do desempenho fermentativo
entre LFS com linhagens industriais utilizadas pela usina (BG-1, CAT-1, FT-858L e PE-2).
Na etapa seguinte também se buscou observar as possiveis interacfes entre a baixa eficiéncia
fermentativa e alta producéo de biomassa observada na usina, com o intuito de esclarecer um

dos maiores problemas observados.

5.3. Desempenho Fermentativo das Linhagens Industriais e LFS

Para a avaliagdo do desempenho dos micro-organismos em estudo, foram feitas
comparagOes das caracteristicas fermentativas das linhagens BG-1, CAT-1, FT-858L, PE-2 e
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LFS. Os resultados de concentracdo celular, etanol, &cido acético, glicerol e consumo de

acucares podem ser visualizados na Figura 7 e na Tabela 9.

Figura 7 - Resultados de producdo de etanol (A), concentracdo celular (B), consumo de
acucares (C), producao de glicerol (D) e &cido acético (E) das leveduras BG-1, CAT-1, FT-
858L, PE-2 e LFS ap0s 72 horas de fermentacéo.
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leveduras. A cepa selvagem LFS obteve uma producdo de 50,17 g.L de etanol, sendo a
menor média em relagdo as cepas BG-1, CAT-1, FT-858L e PE-2, que foram 53,63 g.L?,
54,81 g.L %, 54,30 g.L! e 54,33 g.L?, respectivamente. Os resultados de producio de etanol

da LFS apresentaram diminuicdo significativa quando comparadas com as leveduras
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industriais (p<0,05). Entre as linhagens industriais (BG-1, CAT-1, FT-858L e PE-2) néo se
observou diferencas significativas entres as médias de producéo de etanol.

De acordo com a Figura 7B as linhagem BG-1 e PE-2 obtiveram os maiores valores de
concentracdo celular que e a CAT-1 e FT-858L. Segundo Lima, Basso e Amorim (2001),
cerca de 5 % do substrato disponivel sdo utilizados pelas células de leveduras para produgéo
de metabolitos secundarios e biomassa. O parametro que relaciona a produgdo de biomassa
com o consumo de substrato é o fator de conversdo de substrato em célula (Yxs), € pode ser

observado na Tabela 9.

Tabela 9 - Resultados fermentativos de producdo de etanol, fator de conversdo de substrato
em produto (Yess), produtividade (@), eficiéncia fermentativas (1), concentragdes celulares,
fator de conversdo de substrato a células (Yxss), consumo de aglcares, concentracdo de &cido
acetico e concentracdo de glicerol das cepas BG-1, CAT-1, FT-858L, PE-2 e LFS apds 72
horas de fermentacéo.

Cepa BG-1 CAT-1 FT-858L PE-2 LFS
Etanol
Final (g.LY) 53,63 +1,13? 54,81 £0,52® 54,30+0,12° 54,33 +0,728 50,17 +0,92°
Yp/s (9.97) 0,448 +0,012* 0,461 +0,003* 0,452 +0,002 0,447 +0,007* 0,407 + 0,004°
@ (g.L1hY 0,745 +0,0162 0,761 +0,007* 0,754 +0,002® 0,755+ 0,010* 0,697 + 0,013"
n (%) 83,85+ 2,23? 86,17 £0,57° 84,53 +0,38° 8356+1,34* 76,21 +0,79"
Biomassa
Final (g.L%) 4,13+0,018 4,16 +0,28° 3,23 +0,03" 3,49 £0,27® 3,43 +£0,10%®
Yx/s (9.9 0,034 +0,001* 0,034 +£0,002®¢ 0,026 +0,000° 0,028 +0,002> 0,023 + 0,001°
Consumo AguUcares
Final (g.L")) 119,7+0,66® 119,01 +0,35° 120,2+0,27® 121,66 +0,33%° 123,19 +1,00°
Glicerol
Final (g.L %) 3,862 +0,019° 3,943+1,171° 4,177 £0,045* 3,653 +0,005* 4,106 + 0,252°
Acido Acético
Final (mg.L™) 477,25 + 62,56 494,37 £0,96 489,26 +77,45% 399,66 + 18,81 321,92 + 68,902

Valores acompanhados da mesma letra na mesma linha ndo se diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
nivel de 5 % de significancia.

As cepas BG-1 e CAT-1 apresentaram a mesma média de Yyws (0,034 Qbiomassa.g2),
valores proximos aos encontrados por Toniato (2013), de 0,04 gpiomassa.g™* para BG-1 e CAT-1
na fermentacdo em caldo de cana. Para linhagem selvagem LFS foi observado fator de
conversdo de substrato em célula de 0,023 ghiomassa-g™>. Na literatura, os valores de Ys para
microrganismos produtores de etanol apresenta uma faixa ampla que pode variar de 0,03
Obiomassa-g > @ 0,28 QOpiomassa.g* (STROPPA et al., 2009). Na pesquisa de STROPPA et al.
(2009) foram avaliados o desempenho fermentativo de leveduras selvagens isolados de
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alambiques e os valores encontrados ficaram entre 0,179 Qbiomassa.0™" € 0,185 Qbiomassa.g . Ja
Alves (1996), que avaliou oito linhagens isolada de destilaria de &lcool, obteve valores do
fator de conversdo de substrato em células entre 0,087 Qbiomassa.g™" € 0,099 Qpiomassa.0 ™,
utilizando meio a base de melaco de cana-de-acucar. Oliveira et al. (2004) obtiveram valores
de 0,039 Gpiomassa.0™* @ 0,040 gbiomassa.g* para dois isolados de um alambigque em Minas Gerais,
utilizando meio sintético com 150 g.L* de glicose.

O fator de conversdao de substrato em célula para FT-858L, PE-2 e LFS, ndo
apresentaram diferencas significativa ao nivel de 5 % (teste Tukey). Na pesquisa de Ribeiro e
Horii (1999) foi observado que uma cepa de levedura floculante utilizou menos substrato para
a producdo celular quando comparado a linhagem comercial 1Z — 987, ou seja, a levedura
floculante estudada teve o maior fator de conversdo de substrato em célula que a levedura
comercial.

Um metabolito importante formado durante o processo fermentativo é o glicerol, sua
formacdo esta relacionada a manutencdo do equilibrio redox celular, no qual é alterado na
producdo NADH da sintese de biomassa, na presenca de sulfito e em elevada concentracfes
de acucares ou de sais no mosto. (CROCOMO; GUTIERREZ, 2001; GUTIERREZ, 1991;
SANTOS; SOUZA, 2011). Conforme a Figura 7D, observou-se que ndo houve grandes
variagdes na producdo de glicerol entres as cepas estudadas. A Tabela 9 mostra que as cepas
ndo apresentaram diferencas significativas na producdo de glicerol a nivel de 5 % de
significancia (teste Tukey).

Além do glicerol, outro subproduto quantificado foi o acido acético. Foi observado
valores entre 321,92 mg.L™? e 494,37 mg.L?, porém as médias ndo tiveram diferencas
significativas entre si ao nivel de 5 % de significancia pelo teste de Tukey. A conversdo do
acetaldeido em acido acético provoca alteragdo no equilibrio redox celular, que é solucionado
pela producio de glicerol (BERG, VAN DEN; STEENSMA, 1995; PETER; ROSA, 2005).

De acordo com a classificacdo de Andrietta et al. (1999), valores de fator de converséo
de substrato em produto (Ypss) acima de 0,45 Qetanol.g ™ é considerado alto nivel de producéo de
etanol, entre 0,44 e 0,41 nivel médio e abaixo de 0,41 baixo nivel de conversdo. Dessa forma,
as cepas industriais estudadas tiveram bom desempenho fermentativo, pois foram obtidos
valores entre 0,447 Qetanol.g* € 0,461 Qetanol.g, € a cepa isolada LFS teve baixo nivel de
conversdo com 0,407 Qetanol.g L. Outro pardmetro de interesse industrial é a produtividade (),
pois os valores expressam a concentracdo de etanol (g.L) produzida por hora de
fermentacdo. Nesse estudo, apena a LFS com média de produtividade de 0,697 g.L1.h?
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apresentou diferenca significativa a nivel de 5 % (teste Tukey), entre as linhagens industriais
(BG-1, CAT-1, FT-858L e PE-2) ndo houveram diferencas significativas nas médias, obtendo
valores entre 0,745 g.L"2.ht e 0,761 g.L1.h™.

Em relacdo a eficiéncia fermentativa (), 0 menor valor encontrado foi 76,21 % para a
LFS, j& a maior eficiéncia encontrada foi 86,17 % para CAT-1 nessas condigdes
experimentais. Em estudo parecido de Moreira et al. (2013), a cepa de S. cerevisiae CAT-1
também teve eficiéncia mais alta (88,03 %) em comparacdo com duas cepas de leveduras
selvagens (83,66 % e 82,56 %). Ja no estudo de Ribeiro e Horii (1999) também foi avaliado o
desempenho fermentativo de uma linhagem de levedura floculante em comparagdo com a
cepa 1Z—-987, no qual foi observado eficiéncia fermentativa para levedura floculante de
83,2 % e 89,9 % para 1Z — 987.

Observou-se que os menores valores de producdo de etanol, fator de conversdo de
substrato em produto (Ypss), produtividade (@) e eficiéncia fermentativas (1) estdo atribuidos
a levedura floculante selvagem (LFS). As médias obtidas por essa levedura apresentaram
diferenca estatistica pelo teste Tukey (p<0,05) em comparacdo com as cepas BG-1, CAT-1,
FT-858L e PE-2. Tais resultados comprovam a superioridade das linhagens industriais
utilizadas pelas destilarias. Dessa forma, alto grau de contaminacdo dessa levedura no
processo pode ser responsavel pela diminui¢do da produtividade e eficiéncia fermentativa.

5.4. Desempenho Fermentativo das Linhagens Industriais em Cultura Mista com

Diferentes Porcentagens de LFS

Com o propdsito de estudar as influéncias da levedura contaminante isolada do vinho
fermentado, foi elaborado ensaios com cada uma das cepas industriais em cultura mista com
0 %, 2 %, 10 %, 20 % e 30 % de LFS. Nas Tabelas de 10 a 13 e na Figura 8 sdo mostrados 0s
resultados das fermentacdes apds 72 horas.
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Figura 8 - Resultados de producédo de etanol (A), concentragdo celular (B), consumo de
acucares (C), formacao de glicerol (D) e &cido acético (E) das fermentacOes realizadas com S.
cerevisiae BG-1, CAT-1, FT-858L, PE-2 em cultura mista com diferentes porcentagens de
LFS.
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Na Figura 8A mostra que as médias de producdo de etanol em cultura mista foram
mais baixas em porcentagem de contaminagdo mais altas. Contudo, apenas para a cepa CAT-1
apresentou diferenca significativa (p<0,05) nas médias de producdo de etanol a partir de 2 %
de contaminacdo pela LFS. Em todas as linhagens industriais ndo houve diferenca
significativa em relacédo a produtividade (&), e com as linhagens PE-2 e FT-858L também ndo
houve diferencas significativas com o fator de conversdo de etanol (Yx/s) e eficiéncia (n) com
ao aumento da porcentagem de contaminante. J& nos ensaios com a linhagem BG-1 a queda
foi significativa na eficiéncia e no fator de conversdo de etanol nas fermentacfes a partir de
20 % de LFS e com a linhagem CAT-1 a partir de 2% de LFS.

Conforme Figura 8B, a concentracdo celular no final da fermentacdo também
apresentou queda com o aumento da porcentagem de contaminacgdo da LFS. Esses dados séo
confirmados nas Tabelas de 10 a 13 para cada linhagem industrial, onde houve diferenca
estatistica entre as médias (p<0,05). As fermentacGes com as menores médias de concentracdo
celular estdo atribuidas aos ensaios com nivel de contaminacdo inicial de 30 % de LFS no
indculo. Entre as linhagens estudadas, a menor concentragdo celular encontrada foi 2,23 g.L™*!
quando se utilizou S. cerevisiae FT-858L em cultura mista com 30 % LFS. Dessa forma, a
presenca de LFS mostrou efeito antagénico sobre o crescimento das linhagens industriais.
Segundo Ceccato-Antonini e Parazzi (1996) as leveduras contaminantes podem impactar na
queda de até 18 % na producéo de etanol.

Em relacdo as médias de consumo de acUcares e concentracdes de glicerol, as
linhagens estudadas ndo apresentaram diferencas significativa com o aumento dos niveis de
contaminacgéo da LFS (p<0,05). Apesar de Lopes et al. (2015) destacar que o comportamento
de floculacdo poder resultar em teores mais elevados de aclcar residual no vinho final da
fermentacdo, o que ndo foi observado no presente estudo com os niveis de contaminagéo

estudados.
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Tabela 10 - Resultados de producdo de etanol, fator de converséo de substrato em produto
(Ypss), produtividade (@), eficiéncia fermentativas (1), concentragdes celulares, fator de
conversao de substrato a células (Yxss), consumo de agucares, concentragdo de &cido acético e

glicerol da cepa BG-1 em cultura mista com diferentes porcentagens de LFS.

BG-1
Contaminante 0% 2% 10% 20% 30%
Etanol
Final (g.L") 53,63+1,13% 52,26+1,912 52,31+ 1,78 52,09 + 1,372 52,28 + 0,022
Yp/s (g.g1) 0,448 +0,012% 0,444 +0,00® 0,435+0,003*  0,430+0,015° 0,433 +0,001°
@ (g.L*hY) 0,745+0,016 0,726 + 0,0262 0,712 £ 0,025? 0,712 £ 0,024* 0,726 £ 0,001
n (%) 83,85+2,23* 83,16+ 0,03* 81,31 + 0,60% 80,43 + 2,88° 80,93 + 0,22°
Biomassa
Final (g.L?) 4,13+0,102 3,75 + 0,09° 3,19+0,18° 3,08 +0,11°¢ 2,45+ 0,18¢
Yx/s (9.9™) 0,036 + 0,001 0,037 + 0,003° 0,028 £ 0,000° 0,030 +0,002¢ 0,025 + 0,001¢
Consumo Agucares
Final (g.LY) 90,46 +0,66% 91,84 +2,00% 91,70 £ 0,972 91,95+ 0,82° 91,56 + 0,25°
Glicerol
Final (g.LY) 3,860,022 3,75+0,092 3,753+0,17° 3,78 £ 0,072 3,97 £ 0,052
Acido Acético
Final (mg.LY) 477,3+62,56% 423,8+69,88%®  376,4+13,93®®  397,5+49,26% 350,1 + 8,61°

Valores acompanhados da mesma letra na mesma linha ndo se diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
nivel de 5 % de significancia.

Tabela 11 - Resultados de producdo de etanol, fator de conversdo de substrato em produto
(Yess), produtividade (@), eficiéncia fermentativas (1), concentragdes celulares, fator de
conversdo de substrato a células (Yxss), consumo de agUcares, concentracdo de &cido acético e
glicerol da cepa CAT-1 em cultura mista com diferentes porcentagens de LFS.

CAT-1
Contaminante 0% 2% 10% 20% 30%
Etanol
Final (g.L ") 54,81+0,52°® 53,36 +0,57° 53,42+0,86°  53,32+1,09° 53,44 + 0,46°
Yp/s (g.g1) 0,461+0,003* 0,446 +0,003° 0,445+0,001° 0,44 + 0,004 0,445 +0,003°
@ (g.L*hY) 0,761+0,0072 0,741+0,008° 0,735+0,0128 0,726 +0,027% 0,746 + 0,009?
n(%) 86,17+057° 8341+057° 83,18+0,21" 8226+0,82° 83,29 + 0,62
Biomassa
Final (g.L %) 4,160,282 3,65 + 0,46® 3,54 +0,14% 3,04 + 0,05 2,50 +0,30°
Yx/s (9.g1) 0,025+ 0,002* 0,022 +0,003® 0,021 +0,001*® 0,018 + 0,000 0,015 + 0,002°
Consumo Agucares
Final (g.L %) 119,01+0,35% 119,71+0,64% 120,96+1,41* 120,83+1,21* 119,96 +0,21°
Glicerol
Final (g.LY) 3,94+0,172 3,85+ 0,022 3,88 +0,05? 3,75+0,312 4,01+0,03?
Acido Acético
Final (mg.L) 494,37 £0,96% 497,99 +12,32% 492,48 +8,64%° 448,65+ 6,89 42592 + 23,77°

Valores acompanhados da mesma letra na mesma linha ndo se diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a

nivel de 5% de signific

ancia.
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Tabela 12 - Resultados de producdo de etanol, fator de converséo de substrato em produto
(Ypss), produtividade (@), eficiéncia fermentativas (1), concentragdes celulares, fator de
conversao de substrato a células (Yxss), consumo de agUcares, concentragdo de acido acético e

glicerol da cepa FT-858L em cultura mista com diferentes porcentagens de LFS.

FT-858L
Contaminante 0% 2% 10% 20% 30%
Etanol
Final (g.L %) 54,30 +0,122 54,17 £ 0,20? 52,76 + 2,55° 52,14 + 2,08? 52,47 £ 0,718
Yp/s(g.g1) 0,452+0,002* 0,452 +0,005* 0,436 +0,026° 0,430 +0,021*° 0,434 + 0,007
@ (g.L*hY) 0,754 £0,002* 0,752+0,003% 0,733+0,035% 0,724 +0,029° 0,729 + 0,0422
n(%) 84,53 +0,38? 84,53 + 0,982 81,63 + 4,87° 80,38 * 3,95° 81,13 £ 1,25°
Biomassa
Final (g.L™?) 3,23 +£0,032 3,06+£0,178 2,80 0,07 2,38+ 0,12 2,23 +0,38°
Yx/s (g.g%) 0,026 +0,0000 0,025+ 0,002° 0,022+ 0,001® 0,019 +0,001* 0,017 + 0,003°
Consumo AguUcares
Final (L") 1202+027a 11992+112a  121+143a 12142+116a 122,08 +182a
Glicerol
Final (g.L™?) 4,18 + 0,052 4,12 £ 0,06° 4,03 £ 0,222 3,99 £0,10° 3,95+ 0,332
Acido Acético
Final (mg.LY) 489,26 +77,45% 444,02 +65,88% 392,08 +22,02% 407,16 +48,42% 341,74 +39,56°

Valores acompanhados da mesma letra na mesma linha ndo se diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
nivel de 5 % de significancia.

Tabela 13 - Resultados de producdo de etanol, fator de conversdo de substrato em produto
(Yess), produtividade (@), eficiéncia fermentativas (n), concentragdes celulares, fator de
conversdo de substrato a células (Yxss), consumo de agUcares, concentracdo de &cido acético e
glicerol da cepa PE-2 em cultura mista com diferentes porcentagens de LFS.

PE-2
Contaminante 0% 2% 10% 20% 30%
Etanol
Final (g.LY) 54,33 +0,722 54,04 + 1,242 53,74 £ 0,00? 52,94 + 1,952 52,75+ 0,99?
Yp/s (g.g1) 0,447 +0,007° 0,449+0,013* 0,444 +0,004% 0,433+0,026®° 0,435+0,0132
@ (g.L*hY) 0,755+0,0108 0,732+0,034% 0,748 +0,003* 0,718 +0,035% 0,733 +0,014°
n (%) 83,56+ 1,342 83,95 + 2,382 83,03+ 0,712 81,05 + 4,792 81,43 £ 2,507
Biomassa
Final (g.LY) 3,490,272 3,40 £ 0,092 3,20 + 0,08 2,77 +0,16® 2,58 + 0,54°
Yx/s (g.g) 0,028 +0,002*¢ 0,027 +0,001* 0,026 + 0,001 0,022 + 0,001 0,02 + 0,005°
Consumo Acgucares
Final (g.L?) 121,66+0,33% 121,6+2,00® 121,28+0,79% 122,42 + 1,95 121,25 + 1,49?
Glicerol
Final (g.LY) 3,65+ 0,002 3,600,162 3,75+0,028 3,72+0,128 4,05 + 0,392
Acido Acético
Final (mg.LY) 399,66 +18,81° 387,37 +41,00° 38855+ 7,83 363,52+4560* 311,10+72,742

Valores acompanhados da mesma letra na mesma linha nao se diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
nivel de 5 % de significancia.
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Para a producdo de acido acético, apenas a cepa PE-2 ndo apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos. J& as cepas BG-1, CAT-1 e FT-858L apresentaram
diferencas significativa e os valores de concentracdo de acido acético foram menores nas
fermentacdes com 30 % de contaminacéo de LFS.

Os resultados de desempenho fermentativo das linhagens com diferentes niveis de
contaminagdo de LFS se mostraram prejudiciais apena para a BG-1 e a CAT-1, pois 0s niveis
de contaminacdo interferiram significativamente (p<0,05) no fator de conversdo de etanol e
na eficiéncia fermentativas quando comparadas com as fermentaces utilizando culturas
puras. Uma vez que ndo foi observado grandes prejuizos com as demais cepas industriais, a
etapa seguinte do trabalho foi obter informacbes sobre a competéncia das linhagens

industriais, avaliando a porcentagem final de LFS nas fermentacdes de cultura mista.

5.5. Competéncia das Linhagens Industriais em Cultura Mista com LFS.

O estudo da competéncia de uma populacdo microbiana busca compreender a
dindmica populacional dentre os microrganismos existentes na cultura, e por meio da Figura 9

foi possivel analisar a dominancia das linhagens industriais sobre LFS.

Figura 9 - Resultados de predominancia nas fermentacGes com diferentes niveis de
contaminag&o inicial (2 %, 10 %, 20 % e 30 % de LFS). Sendo a LFS em cultura mista com
(A) BG-1, (B) CAT-1, (C) FT-858L e (D) PE-2.
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De acordo com a Figura 9, nas fermentacdes de todas as linhagens industriais
estudadas apresentaram reducdes da porcentagem final de contaminacdo pela LFS. Dentre
essas linhagens, a cepa com maior dominancia sobre a LFS foi da CAT-1, onde ndo houve
crescimento de nenhuma colénia contaminante no final do periodo de 72 horas de
fermentacdo com contaminacdo inicial de 2% de LFS. Nos ensaios com 10 % de
contaminacdo inicial foi possivel observar apenas 0,1 % da LFS nas fermentac6es de cultura
mista com CAT-1 e de 0,2 % nas fermentacgdes cultura mista da BG-1. Nas fermenta¢des com
nivel de contaminagdo inicial de 20 % e 30 % de LFS, as linhagens BG-1 e CAT-1 também
apresentaram melhores resultados de dominancia que as linhagens FT-858L e PE-2.

Avaliou-se também a dominancia das linhagens BG-1, CAT-1, FT-858L e PE-2 em
cultura mista com a LFS e com reutilizacdo dos inoculos ao longo de 10 fermentacGes
consecutivas com porcentagens iniciais de 30 % de LFS, 17,5 % BG-1, 17,5 % CAT-1,
175% FT-858L e 17,5 % PE-2. Na Figura 10 estdo os resultados das porcentagens de

levedura contaminante no final de cada fermentacao.
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Figura 10 - Andlise de competéncia das cepas em cultura mista com porcentagem inicial de
células de 30 % LFS, 17,5% BG-1, 17,5% CAT-1, 17,5% FT-858L e 17,5 % PE-2 com
reutilizacdo do indculo ao longo de 10 fermentagoes.
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Notou-se que logo na primeira fermentacdo a porcentagem de LFS reduziu para
12,6 % e manteve valores proximos na segunda e terceira fermentacdo (14,7 % e 14,3 %,
respectivamente). Na quarta fermentacdo, o nivel de contaminacdo reduziu para 6,7 %, e a
partir desse ponto mantiveram-se abaixo de 10 %, chegando na décima fermentacdo com
nivel de contaminacao de apenas 0,2 %.

A Figura 10 em comparacdo com a Figura 9, observou-se que nos ensaios de cultura
mista com duas cepas e nivel de contaminacdo de 30 %, apds 72 horas de fermentacdo a
maior porcentagem de células da LFS obtida foi de 5,4 % (Figura 8D), e quando realizou-se o
ensaio de cultura mista com as cinco cepas (30 % LFS, 17,5 % BG-1, 17,5 % CAT-1, 17,5 %
FT-858L e 17,5 % PE-2) a LFS teve reducdo no nimero de células para 12,6% com 0 mesmo
periodo de fermentacdo. Possivelmente esse resultado de maior porcentagem da LFS da
fermentacao de cultura mista com todas as cepas foi por meio do aumento da competitividade
entre as linhagens.

No entanto, os experimentos confirmaram a superioridade das linhagens
fermentadoras comumente utilizadas para a producéo etanol, que segundo Basso et al. (2008),
as cepas PE-2, CAT-1 e BG-1 ja mostraram uma capacidade notavel de competir com
leveduras selvagens, sobrevivendo e dominando durante as fermentagfes industriais. Os
autores Argueso & Pereira (2010) atribuem a permanéncia da PE-2 no processo a sua
complexidade gendmica, a qual permite a adaptacdo desta ao ambiente industrial. Ja a

linhagem FT-858L, por ser uma linhagem nova, implantada pela empresa Fermentec® no ano
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de 2010, ha poucas informagfes, mas mostrou dominéncia sobre a contaminante como as
demais linhagens industriais estudadas (AMORIM, 2011).

Os resultados também mostram que em nenhuma condicéo a levedura LFS apresentou
sinais de sobreposicdo, 0 que sugere possivelmente haver outros fatores envolvidos na usina
que fazem com que em aproximadamente 5 meses de reutilizacdo das leveduras chegue a um
grau de contaminacgéo de aproximadamente 77 % no vinho fermentado.

No estudo realizado por Stroppa et al. (2009) foram isoladas linhagens de leveduras
para serem utilizadas como iniciadoras, e foi observado que de um pequeno numero de
leveduras isoladas, somente algumas sdo adaptadas as condi¢cdes de operacdo e multiplicacdo
nas dornas. Para Lopes et al. (2015), a interacdo entre linhagens de leveduras e a dinamica da
populagdes durante as safras nas destilarias podem ser consideradas como uma “ilha”, pois
possuem caracteristicas proprias como a composicdo de mosto de cana, instalagdes, processos
de fermentacdo, concentragdo de etanol no vinho, mudancas de temperatura, tratamento acido
do levedo, entre outros.

Portanto, o outro fator estudado para compreender o favorecimento a contaminante
LFS na usina foi a variacdo das concentracBes de 6xido de célcio no mosto sintético. O tipo
de cétion presente no mosto como manganés, magnésio e calcio pode mediar ou incrementar a
floculagio, em especifico os fons Ca?* na presenca de pequenas concentracdes favorece a
floculacéo das leveduras (STRATFORD, 1993).

5.6. Desempenho fermentativo da Linhagem PE-2 em Cultura Mista com a LFS em

Mosto Acrescido de Oxido de Calcio.

A linhagem de leveduras PE-2 foi selecionada no Brasil a partir de fermentacdes
alcodlicas com reciclo total da biomassa, e segundo Basso et al. (2008) é uma das linhagens
mais utilizadas nas usinas de etanol devido sua capacidade fermentativa. Os resultados
apresentados na Figura 11 e na Tabela 14 mostram o desempenho fermentativo de cultura
pura das cepas PE-2 e LFS em comparagéo com as duas cepas em cultura mista na proporcéo
de 0,7 para a PE-2 e 0,3 para LFS com diferentes concentracfes de dxido de calcio no mosto

sintético.
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Figura 11 - Resultados de concentragéo celular e formacdo de metabolitos das levedura PE-2
em cultura mista com a LFS em fermentacdes com diferentes concentracdes de oxido de
calcio apos 72 horas de fermentacdo. Sendo (A) as concentragdes de etanol, (B) concentracbes
celulares, (C) consumo de agucares, (D) concentracdo de glicerol e (E) concentracdo de acido

acético.
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Tabela 14 - Parametros fermentativos de concentracdo final de etanol, fator de conversdo de substrato em produto (Yess), produtividade (@),
eficiéncia fermentativas (1), concentra¢des celulares, fator de conversdo de substrato a células (Yx/s), consumo de acUcares, concentracao de
acido acético e concentracdo de glicerol das cepas Saccharomyces cerevisiae PE-2 em cultura mista com a LFS em fermentagdes com diferentes
concentragdes de oxido de calcio (CaO).

Cultura pura Concentragdo de CaO no mosto (g.L 1) em cultura mista com 70% PE-2 e 30% LFS
PE-2 LFS 0,00 0,05 0,10 0,20 0,30
Etanol
Final (g.LY) 54,33 £0,44% 51,86 + 1,16® 52,13 +0,08° 51,02 + 0,93 50,44 + 1,11 50,24 + 1,10 49,28 + 0,70°
Yp/s(g.gl) 0,447 +0,009° 0,421 +0,001™ 0,428+0,003* 0,417 +£0,036"¢ 0,407 +£0,011 0,404 +0,008* 0,398 + 0,007¢
@ (g.Lth?) 0,755+0,006° 0,720+0,016° 0,724+0,001* 0,709 + 0,044 0,701+ 0,028* 0,698 + 0,029 0,684 +0,01°
n(%) 83,57+1,67° 78,78 + 0,25 80,05+ 0,60* 78,02 + 2,16 76,07 + 2,03« 75,68 + 1,56 74,45 + 1,311
Biomassa

Final (g.LY)  3,49+0,24° 3,43 +0,48° 2,74 +0,30° 2,38 + 0,222 2,67 +0,53? 2,95+111° 3,24 +£0,11°
Yx/s(g.gt) 0,028+0,002°  0,027+0,004*  0,022+0,003% 0,025+0,002*  0,021+0,004°  0,023+0,009° 0,025+ 0,001

Consumo de AgUlcares
Final (g.L) 121,66+1,03* 123,19+0,15®¢ 121,86+0,74* 122,37 +0,24™ 124,1 + 0,60° 124,23 £0,82° 123,88 + 0,39

Glicerol
Final (g.L™?) 3,60 + 0,04° 4,68 +£0,48° 3,85 +0,24° 3,60 +0,07° 4,67 +£0,192 4,84 +0,12 4,85 +0,15%

Acido Acético
Final (g,l_-l) 399,7 + 44,2° 321,9 + 33,8° 347,2 + 19,3 349,3 + 21,5 371,3 + 30 373,9 + 35,9 493 + 22,92

Valores acompanhados da mesma letra na mesma linha ndo se diferem estatisticamente pelo teste de Tukey & nivel de 5 % de significancia.
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Em relagdo a producéo de etanol da linhagem PE-2, a Figura 11A mostra que o ensaio
de cultura pura dessa linhagem sem adi¢do de Oxido de célcio apresento a média mais alta
(54,33 g.L 1), seguido pelo ensaio com PE-2 em cultura mista sem adico de 6xido de calcio
(52,13 g.L ). Dessa forma, é importante salientar que os resultados mais baixos de producio
de etanol foram encontrados nos ensaios de cultura mista (PE-2 e LFS) adicionados de 6xido
de célcio entre 0,05 g.L ! e 0,30 g.L %, e quanto maior a concentragio de éxido de calcio no
mosto menor foi a concentracéo final de etanol.

Contudo, no teste de comparacdo de média da Tabela 14, a concentracdo final de
etanol com a concentragdo mais alta de 6xido de calcio no mosto (0,30 g.L ™) ndo diferenciou-
se estatisticamente (p<0,05) dos ensaios com 0,20 g.L e 0,10 g.L™%. O fator de conversio de
substrato em produto, produtividade e eficiéncia fermentativa também foram menores quando
se utilizou éxido de célcio no mosto na concentragdes entre 0,05 g.L* e 0,30 g.L? (Tabela
14).

A eficiéncia fermentativa da linhagem PE-2 é encontrada na literatura em uma faixa
que varia entre 88,7 % e 92,0 % (ADRIETTA, 1997; BASSO et al., 2008; CRUZ, 2019). Nas
condicdes desse estudo, a PE-2 teve eficiéncia de 83,57 % em cultura pura, ja na presenca de
30 % da contaminante LFS o rendimento caiu para 80,05 %, e com o acréscimo de 0,30 g.L*
de 6xido de célcio o obteve-se 0 menor rendimento que foi de 74,45 %. Possivelmente essas
condigBes adversas impostas a linhagem PE-2 corroboram com as informacGes dos autores
Andrietta, Andrietta e Stupiello (2011) que afirma que a PE-2 é uma levedura que tem a
capacidade de permanecer, embora nem sempre como dominante, fazendo com que seu
rendimento fermentativo possa ser altamente afetado.

A levedura que produz maior quantidade de massa celular (Yx/s) tem maior chance de
dominar o processo de fermentagdo (ANDRIETTA; ANDRIETTA,; STUPIELLO, 2011).
Contudo, as cepas PE-2 e LFS ndo apresentaram diferenca estatistica (p<0,05), assim como 0s
tratamentos com diferentes concentragdes de Oxido de calcio também n&o apresentaram
diferenca estatistica para a concentracdo de biomassa e o fator de conversao de substrato.

Na Figura 11C mostra que o consumo de agucares foi mais alto com as concentra¢es
de oxido de célcio mais elevadas. Tendo em vista a diminui¢do da producdo de etanol nessas
condicdes, esses resultados podem indicar um desvio de substrato para produgdo de outros
metabolitos ao invés do etanol. Desses outros metabdlitos, possivelmente um deles seja o
glicerol, pois a andlise estatistica apontou também diferenca significativa entre os tratamentos
com maiores concentragdes de dxido de célcio e a fermentacdo pura da PE-2.
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O aumento de producdo de glicerol, pode estar associado a formacéo de sal pelo 6xido
de célcio em pH &cido. No estudo de Lima (2019), a concentracdo elevada de sais no mosto
aumentou a producao de glicerol, e na pesquisa de Alves (2000) observou-se que com niveis
médios de potassio de 4,0 g.L! houve aumento na formagdo de glicerol e a redugio do
rendimento de etanol.

J& na Figura 11E mostra que o ensaio que teve maior concentracao de acido acético foi
a PE-2 com contaminacdo da LFS em mosto com 0,30 g.L* de d6xido de célcio. De acordo
com Eglinton et al. (2002), o aumento da atividade da enzima glicerol-3-fosfato
desidrogenase pode aumentar a producdo de &cido acético. Como observado também no
trabalho de Tonolli (2017) a alta concentracdo de glicerol pode ter elevado a producéo de
acido acético, com uma ressalva apenas no ensaio com a LFS pura, onde foi observado um
comportamento diferente dos demais ensaios onde a alta producdo de glicerol ndo elevou a
concentracdo de acido acético. Esse comportamento da LFS ja tinha sido observado em
ensaios anteriores, e por se tratar de uma linhagem selvagem isolada de um processo
fermentativo, a baixa producdo de acido acético da LFS pura pode ser justificada pela grande

biodiversidade que temos de leveduras selvagens.

5.7. Competéncia da Linhagem PE-2 em Cultura Mista com a LFS.

A cepa Saccharomyces cerevisiae PE-2 revelou em um estudo do seu genoma a
capacidade de adaptacdo da levedura a diversas condi¢fes dos processos fermentativos, a
aplicacdo dessa linhagem em diversas usinas de etanol € devido a alta tolerancia ao etanol,
baixa formacdo de espuma, alta capacidade de implantacdo, resisténcia na fermentacéo
(FERMENTEC®, 2020). Na literatura existem diversos estudos da competéncia e dindmica da
populagdo microbiana com a PE-2 e outras linhagens, mas pouco sabe-se do comportamento
dessa linhagem em condic¢des de cultura mista com levedura selvagem floculante e com a
presenca de diferentes concentra¢fes de calcio no mosto. A Figura 12 mostra a porcentagem
de linhagem PE-2 no final dos ensaios quando fermentada em cultura mista com 30% do
indculo de LFS e com concentragGes entre 0,00 g.L™ e 0,30 g.L™ de dxido de célcio no mosto

sintético.
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Figura 12 - Resultados de predominéancia da PE-2 com niveis de contaminacdo inicial de
30 % de LFS acrescido de 6xido de calcio no mosto (0,00 g.L%, 0,05 g.L?, 0,10 g.L %, 0,20
g.Lre 0,30 g.L .
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De acordo com a Figura 12 a porcentagem da levedura contaminante LFS em mosto
sem adicdo Oxido de célcio reduziu de 30 % para 5% no final da fermentacdo, ja nas
fermentacdes na presenca de 6xido de célcio observou-se que a levedura floculante LFS teve
melhores resisténcias nas fermentacGes. Conforme observado por Teixeira et al. (1995), os
jons Ca?* atuam como cofatores de ativacdo ao induzir a interacdo entre as paredes celulares
no processo de floculagéo entre células floculantes e ndo floculantes,

Porém observou-se nesse trabalho que existe uma concentragio de ions Ca?* ideal para
um aumento na concentracdo de levedura floculante. As adi¢bes de 6xido de calcio no mosto
fizeram com que as porcentagens finais de levedura floculante fosse maiores que os resultados
anteriores desse trabalho, com a adigdo de 0,10 g.L de 6xido de céalcio no mosto obteve-se a
maior porcentagem de LFS que foi de 37 %, ou seja, maior velocidade de crescimento que a
cepa industrial PE-2.

Essa constatacdo é importante, pois notou-se a presenca de uma faixa de concentracao
de Oxido de célcio (ao redor de 0,10 g.L ™) na qual é possivel privilegiar o crescimento da
levedura LFS em relacdo a PE-2, e uma possivel sobreposicéo da cepa industrial ao longo do
tempo se realizado a reutilizacdo do fermento.

Esse resultado corrobora com o cenéario que foi encontrado na usina, visto que na
determinacdo da concentracdo de calcio no mosto industrial foi detectado o teor adicional
0,09 g.L ! desse ion, assim os resultados de qualidade do mosto da usina em estudo se
aproximam bastante da condi¢do mais critica que foi avaliada em laboratério. Possivelmente,

esse foi um fator determinante para ter favorecido o desenvolvimento da levedura floculante
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selvagem, com o decorrer das safras, para que chegasse ao nivel preocupante de 77,4 % de
contaminagéo.

Ja com adicdo de 0,05 g.L %, 0,20 g.L e 0,30 g.L* as porcentagens de LFS foram
27 %, 27 % e 22 %, respectivamente. E possivel notar como a PE-2 teve sua dominancia
desfavorecida com a adi¢do de 6xido de célcio no mosto em relagdo aos ensaios anteriores
desse trabalho. Esse efeito inibidor no crescimento de leveduras esta ligado a competicdo de
calcio pelo mesmo sistema de transporte através da membrana plasmatica (Lopes, 1990). De
acordo com Lima (2019), a concentracdo de calcio para obter-se adequada fermentagédo
alcodlica é de 0,12 g.L™?, ja para a Lopes (1990) uma pequena quantidade no mosto seria
suficiente para as necessidades nutricionais da células, visto que a concentracdo do célcio no
vinho fermentado em geral é 2,8 vezes maior que a concentracdo de calcio nas células de
leveduras.

Portanto, notou-se que os efeitos inibitdrios de crescimento da PE-2 estdo ligados ao
efeito sinérgico entre contaminacdo de uma levedura floculante selvagem (LFS) e a
concentracdo de calcio, que apesar das concentragdes mais altas testadas (0,20 g.L! e
0,30 g.L ) ndo terem apresentado sobreposicdo da contaminante a linhagem industrial, essas
mesmas concentracBes também obtiveram resultados fermentativos desfavoraveis, como
baixa producéo de etanol e alta producdo de glicerol e &cido acético.

Na Figura 13 estdo os resultados com reutilizacdo do in6culo com a pior condicao

encontrada nos resultados da Figura 12.

Figura 13 - Resultados de predominéancia da PE-2 com niveis de contaminac&o inicial de
30% de LFS em mosto acrescido de d6xido de calcio nas concentragdes 0,10 g.L e com
reutilizacdo do inéculos por 3 fermentacgoes.
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Na Figura 13 estdo os resultados de trés fermentagdes consecutivas com reutilizagéo
do indculo nas condigdes de cultura mista da PE-2 e LFS e com 0,10 g.L de 6xido de célcio.
Pdde-se observar na dinamica populacional uma tendéncia de reducdo na linhagem industrial
PE-2 no final da fermentacdo, o que pode levar a completa substituicdo dessa linhagem por
cepas selvagens.

Essa situacdo quando ocorrida na inddstria € comum a aplicacdo de antibioticos,
porém os inibidores microbianos sdo mais eficientes em bactérias, como ja observado no
estudo de Alves (2011), a aplicacdo de antibiotico controlou a infecgdo de bactérias, porém o
indices de leveduras floculante no processo continuaram elevados, 0 método citado no estudo
para contornar a infeccdo por leveduras selvagens foi a adicdo de mais leveduras industriais.
Contudo, a troca completa do fermento é uma alternativa bem cara para as usinas, e trabalhar
com métodos preventivos para o problema sdo mais convenientes financeiramente para a
indUstria do que os métodos corretivos.

Para solucionar problemas por contaminacdo de leveduras selvagem é necessario
compreender as causas ligadas ao seu desenvolvimento. A baixa produtividade de etanol e a
baixa eficiéncia fermentativa observadas nessa pesquisa estdo ligadas a infec¢do pela LFS,
que por consequéncia teve seu desenvolvimento impulsionado pela presenca de calcio no
mosto.

Estas observacdes foram de extrema relevancia, visto que na usina em questdo foi
observado a incorporacdo ndo intencional de uma levedura floculante, no qual foi capaz de
sobrepor cepas industriais devido a presenca de ions Ca?* no processo de obten¢do do mosto
para fermentacdo. Mudancas no processo sao necessarias visando a minimizacao de prejuizos.
Dentre eles pode-se mencionar a possibilidade de substituicdo do Oxido de célcio ou
alternativas que reduzir a presenca de fons Ca®" no mosto para que ndo privilegie o

desenvolvimento de leveduras floculantes.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que as amostras do caldo bruto,
mosto, mel final, fermento do pé-de-cuba e vinho fermentado da usina em estudo
apresentaram um ndmero significativo de micro-organismos como contaminante do processo
de producéo de etanol, apenas a amostra do caldo decantado ndo apresentou contaminagdo. O
resultado mais preocupante foi na amostra do vinho fermentado, onde e 77,4 % dos
individuos presentes eram de leveduras selvagens com caracteristica de floculantes.

O desempenho fermentativo da levedura isolada do vinho fermentado (LFS)
apresentou valores de concentragdo final de etanol, fator de conversdo de substrato em
produto, produtividade e eficiéncia fermentativas mais baixos em comparacdo com linhagens
industriais de Saccharomyces cerevisiae BG-1, CAT-1, FT-858L e PE-2.

Em ensaios fermentativos com mosto sintético e cultura mista da LFS com as
linhagens BG-1, CAT-1, FT-858L e PE-2, os experimentos mostraram que em nivel de
contaminacdo de até 30 % de LFS, a produtividade e a eficiéncia fermentativas dessas
linhagens ndo diferenciaram estatisticamente de seus desempenhos em cultura pura da FT-
858L e PE-2, e com a linhagem BG-1 a queda foi significativa na eficiéncia e no fator de
conversdo de etanol nas fermentacdes a partir de 20 % de LFS e com a linhagem CAT-1 a
partir de 2% de LFS.

Nas fermentacdes com reutilizacdo do inoculos, a LFS foi reduzida de 30 % para
0,2 % no final de 10 fermentacdes consecutivas.

No entanto, em fermentagbes da LFS com a linhagem PE-2 em mosto com
concentracdes de 6xido de calcio entre 0,05 g.L ™ e 0,30 g.L™!, mostraram queda significativa
na eficiéncia fermentativa.

O mosto da usina apresentou concentracdo adicional de célcio de 0,09 g.L* apés o
tratamento de calagem, ficando bem proximo da concentragio de 0,10 g.L?, no qual em
ensaios no laboratorio nessa concentracdo observou-se na analise de competéncia que a
velocidade de crescimento da LFS foi maior que da linhagem PE-2.

Assim, considerando a importancia do etanol no mercado, o presente estudo evidencia
a relevancia de realizar o monitoramento da qualidade do mosto e fermento que estdo sendo
utilizados, avaliando a possibilidade de reducdo no teor de calcio no mosto, para que evite

potencializar a dominéncia de linhagens floculantes de baixo rendimento fermentativo. Essas
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informagdes podem evitar prejuizos financeiros considerando as quedas no rendimento e 0s
grandes volumes de produgdo industrial, como também pode evitar a troca completa do

fermento, no caso de situacfes mais criticas.
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ANEXOS

Anexo A - Composicao quimica do mosto de cana-de-aguUcar.

Componentes Concentracédo (g.L™?)
D(+) Sacarose 129,24
AcuUcares D(+) Glicose 10
D(-) Frutose 10
Fosfato de Potassio Monobasico 0,75
Sais Minerais Sulfato de Potassio 0,5
Sulfato de Magnesio Heptahidratado 0,25
Cloreto de Calcio Dihidratado 0,155
Cloreto de Sodio 0,2
Tirosina 0,03
Isoleucina 0,067
Acido Aspartico 0,16
Acido Glutamico 0,17
Arginina 0,07
Leucina 0,13
Treonina 0,006
Aminoacido Glicina 0,123
Alanina 0,113
Valina 0,110
Metionina 0,014
Fenilalanina 0,067
Serina 0,085
Histidina 0,025
Lisina 0,046
Acidos D-L Acido Mélico 1,8
Acido Citrico 8
D-biotina 0,002
Caélcio d-Pantotenato 0,04
Acido Nicotinico 0,04
Vitaminas Myo-Inositol 0,965
Cloridrato de Tiamina 0,04
Cloridrato de Piridoxal 0,04
Acido p-Aminobenzdico 0,008
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(Continuacéo)

Componentes

Concentracédo (g.L™?)

EDTA Sal Dissddico
Sulfato de Zinco Hephidratado
Cloreto de Manganés Il
Cloreto de cobalto hexahidratado
Sulfato de Cobre Il
Molibdato de Sédio Dihidratado
Cloreto de Célcio Dihidratado
Sulfato de Ferro
Acido Borico
lodeto de Potassio

Elementos tracos

0,015
0,0045
0,001
0,0003
0,0003
0,0004
0,0045
0,003
0,001
0,0001
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