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RESUMO

Efeito do substrato e das condi¢cdes de tratamento do fermento sobre a
fermentacédo etandlica contaminada com leveduras Saccharomyces cerevisiae
selvagens e Lactobacillus fermentum

Pouco se sabe sobre o efeito do substrato e a interacdo entre as leveduras
selvagens e bactérias do género Lactobacillus na fermentacdo alcodlica, pois os
estudos tem se concentrado na avaliagéo dos efeitos da contaminag&do por um ou
outro contaminante separadamente. Diante disso, este trabalho teve como objetivos
estudar o efeito do substrato e das condi¢cdes de tratamento do fermento sobre as
fermentagcdes contaminadas com ambos o0s micro-organismos, leveduras S.
cerevisiae selvagens (trés linhagens apresentando colénias rugosas e células
dispostas em pseudohifas) e Lactobacillus fermentum, tendo a linhagem industrial de
S. cerevisiae PE-2 como levedura do processo. Foram realizadas fermentacfes em
batelada em mosto de caldo e de melaco, sem reciclo e com reciclo celular,
utilizando tanto a cultura pura da linhagem PE-2 quanto as culturas mistas com as
linhagens rugosas e ou L. fermentum. Foram avaliadas modificagbes no tratamento
acido do fermento, visando o controle do crescimento dos contaminantes sem afetar
a levedura do processo. Em seguida, foram conduzidas fermentacées contaminadas
e ndo contaminadas submetidas ao tratamento acido combinado com adicdo de
etanol, tanto em caldo quanto em melaco, utilizando-se PE-2, uma das linhagens
rugosas e L. fermentum. A atividade da invertase extracelular foi também avaliada
em ambos 0s substratos para os micro-organismos estudados, em condicbes de
crescimento. Concluiu-se que o tipo de substrato de fermentacéo, caldo de cana ou
melaco, influenciou o desempenho da linhagem industrial PE-2 assim como afetou o
desenvolvimento das contaminacdes com as leveduras rugosas S. cerevisiae na
presenca ou auséncia da bactéria L. fermentum, em fermentacdes sem reciclo
celular. O efeito da contaminacéo foi mais evidente quando se utilizou caldo de cana
do que melaco como substrato, no caso da contaminacédo com leveduras rugosas, e
0 inverso no caso da contaminacdo com L. fermentum. O efeito da contaminacédo
sobre a eficiéncia fermentativa foi maior na presenca da levedura rugosa do que com
a bactéria, e a contaminacdo dupla (tanto com a levedura rugosa quanto com a
bactéria) ndo teve efeito maior sobre a eficiéncia fermentativa do que a
contaminagdo simples, por um ou por outro micro-organismo isoladamente,
especialmente na fermentacdo em batelada com reciclo celular, independentemente
do substrato. Nas fermentacdes com reciclo de células, o efeito do substrato foi
menos evidente. O controle do crescimento das linhagens rugosas pode ser
realizado modificando o tratamento acido normalmente realizado na industria, seja
pela adicdo de etanol a solucdo &cida ou pelo abaixamento do pH, dependendo da
linhagem rugosa. O tratamento combinado baixo pH (2,0) + 13% etanol afetou a
fisiologia da linhagem industrial, trazendo prejuizos a fermentacdo com reciclo
celular, com pequeno controle sobre o crescimento da levedura rugosa e causando
morte celular a L. fermentum. A diferenca na atividade invertasica entre as
linhagens rugosas e industrial de S. cerevisiae pode ser a responsavel pela
fermentacdo lenta apresentada pelas linhagens rugosas quando presentes na
fermentacdo, sendo néo significativa a influéncia do substrato sobre a atividade
dessa enzima.
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ABSTRACT

Effect of the substrate and the cell treatment conditions on the ethanolic
fermentation contaminated with Saccharomyces cerevisiae wild yeasts and
Lactobacillus fermentum

A little is known about the effect of the substrate and the interaction among
wild yeast strains and bacteria Lactobacillus in the alcoholic fermentation, because
the studies have been concentrated in the evaluation of the contamination effects by
one or another contaminant, separately. This work aimed to evaluate the effect of the
substrate and the cell treatment conditions over the batch fermentations
contaminated with both microorganisms, yeast wild strains of S. cerevisiae (three
strains displaying rough colonies and pseudohyphal cell growth) and Lactobacillus
fermentum, being the S. cerevisiae strain PE-2 as the starter yeast. Fermentations
using sugarcane juice and molasses, without and with cell recycle, utilizing both the
pure culture of PE-2 as the mixed cultures with rough yeast strains and or L.
fermentum were carried out. Modifications in the acid cell treatment by the addition of
ethanol to the acid solution and the lowering of pH of the acid solution or a treatment
with potassium metabisulphite were evaluated, aiming the growth control of the
contaminants without affecting the starter yeast. An acid treatment with the addition
of 13% ethanol was applied in fermentation with cell recycle, both in sugarcane juice
and molasses, utilizing PE-2, one of the rough yeast strains and L. fermentum. The
extracellular invertase activity was also evaluated in both substrates for the
microorganisms studied, in growing conditions. The type of substrate, sugarcane
juice or molasses, influenced the performance of the PE-2 strain as well as affected
the development of the contaminations with rough S. cerevisiae yeast strains with or
without L. fermentum, in fermentations without cell recycle. The effect of the
contamination was more remarkable when sugarcane juice was utilized, in
fermentations contaminated with rough yeast strains, but the inverse was observed
when L. fermentum was the contaminant. The contamination effect was more harmful
with the rough yeast strain than with the bacteria, and the double contamination (with
both rough yeast strain and bacteria) did not have a higher effect over the
fermentative efficiency than the single contamination, by one or another
microorganism in isolation, especially in the batch fermentation with cell recycle,
regardless the substrate. In cell-recycled fermentations the effect of the substrate
was less evident. The growth control of the rough yeast strains may be done by
modifying the acid cell treatment carried out in the industry, both by the addition of
ethanol to the acid solution or by the pH lowering, depending on the rough yeast
strain. , The combined treatment (pH 2.0 + 13% ethanol) affected PE-2 physiology,
bringing about loss in the cell-recycled fermentation, with low growth control of the
rough yeast strain but causing cell death of L. fermentum. The difference in the
invertase activity between the rough yeast strains and the starter yeast PE-2 may be
responsible for the low fermentation rate displayed by the rough yeast strains, but a
non significant effect of the substrate on the enzyme activity was observed.

Keywords: Rough yeasts; Acid treatment; Ethanol fermentation
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1 INTRODUCAO

O etanol é uma importante fonte de energia renovavel que compde a matriz
energética brasileira. A presenca de unidades de producdo em praticamente todos
0s estados traz como beneficios muitos empregos diretos e indiretos, constituindo
parcela significativa da economia do pais.

Dentre todas as etapas que compdem o processo de producdo do etanol, a
etapa de fermentacao € a que possui menor eficiéncia, em torno de 85%. Isso ocorre
em grande parte pelo fato do agente do processo ser uma levedura, a qual realiza o
processo gerando ATP, gas carbénico, além do etanol. Varios fatores podem afetar
a eficiéncia do processo fermentativo, tais como temperatura, pH, concentracao de
acucar e etanol, tipo de substrato, uso de leveduras selecionadas e presenca de
outros micro-organismos.

O emprego de leveduras Saccharomyces cerevisiae selecionadas (também
chamadas de personalizadas) tem sido incentivado nos ultimos anos. Séo leveduras
isoladas da fermentacédo e reintroduzidas na propria destilaria, estando adaptadas
ao processo da unidade, apresentando persisténcia e dominancia. As linhagens
mais utilizadas atualmente no Brasil sdo PE-2, CAT-1 e FT858L, responséaveis pela
producdo da maior parte do etanol brasileiro.

O mosto utilizado na fermentacdo pode ser composto de caldo e/ou melago. O
caldo de cana-de-aclUcar se constitui em 6timo substrato para o crescimento de
muitos micro-organismos, em funcdo dos teores de nutrientes organicos e
inorganicos, apresentando alta atividade de agua e pH favoraveis. O melaco
apresenta uma concentracdo de nutrientes bem mais elevada do que os mostos de
caldo de cana, porém ndo apresenta o nitrogénio em forma adequada para as
leveduras, podendo assim comprometer a eficiéncia do processo.

Como o substrato ndo é esterilizado, a industria sucro-alcooleira necessita
combater 0os micro-organismos contaminantes, representados pelas bactérias e
leveduras que se instalam no processo e causam queda no rendimento e
produtividade. Essa diversidade de linhagens de leveduras nos processos industriais
com ampla gama de variagbes nos parametros cinéticos (rendimento, produtividade
e velocidade especifica de crescimento), nem sempre causa problemas de queda de

rendimento fermentativo. No entanto, verifica-se que ndo é um Uunico fator o
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responsavel pela instalacéo e permanéncia destas linhagens no processo, mas uma
série de variaveis, e que a dindmica € Unica para cada um dos processos.

Entende-se por leveduras selvagens as leveduras que invadem 0 processo
fermentativo, advindas muitas vezes do solo, da propria cana e da agua de lavagem
de cana. Os principais géneros sao Saccharomyces, Schizosaccharomyces,
Candida e Dekkera. As leveduras Saccharomyces cerevisiae que apresentam
pseudohifas (brotos que ndo se separam da célula mée), também chamadas de
leveduras rugosas, sdo muito frequentes nas dornas de fermentacdo, podendo
causar varios problemas, inclusive perda no rendimento fermentativo devido a sua
lenta capacidade de conversao de acucar em etanol.

O pH relativamente baixo dos caldos das moendas favorece o crescimento de
bactérias laticas, como as do género Lactobacillus. A espécie L. fermentum € um
dos principais contaminantes do processo de producédo de etanol, sendo uma
bactéria gram-positiva, anaerébia facultativa, heterofermentativa, com temperatura
otima de crescimento entre 30° C e 40° C. A reducdo no rendimento fermentativo
devido a presenca de bactérias laticas ocorre devido ao fato de que quando uma
molécula de glicose é convertida em duas moléculas de acido latico, duas moléculas
de etanol deixam de ser produzidas pela levedura do processo.

Atualmente s&o utilizados antibiéticos e outros produtos e tratamento acido do
fermento para controlar os contaminantes bacterianos. No entanto, quando se trata
de leveduras selvagens, o controle, na maioria das vezes, é muito dificil de ser
realizado.

Nesse contexto, e no sentido de contribuir para o entendimento dos fatores que
podem afetar o rendimento fermentativo e a relacdo desses com o estabelecimento
das contaminagles, este trabalho teve como objetivo geral avaliar o efeito das
contaminacdes conjuntas de leveduras S. cerevisiae que apresentam colbnias
rugosas e células em pseudohifas, e da bactéria L. fermentum sobre o rendimento
da fermentacdo alcodlica conduzida pela levedura industrial PE-2, procurando
condi¢Bes que minimizem o efeito das contaminagdes.

No Capitulo 1, foi estudado o efeito do substrato sobre as fermentacdes
contaminadas em mosto de caldo de cana-de-acucar e melago, procurando verificar
se 0 substrato pode interferir no estabelecimento das contaminacdes e nas
interacdes dos contaminantes com a levedura do processo.

No Capitulo 2, foram estudadas modificacbes na fase de tratamento do fermento
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que é realizada industrialmente entre os reciclos celulares, visando o controle do
crescimento dos contaminantes — linhagens rugosas de S. cerevisiae e L. fermentum
— sem afetar a levedura do processo.

No Capitulo 3, foi avaliado o efeito de um tratamento celular baseado em baixo
pH e etanol para o controle da contaminacao por S. cerevisiae e L. fermentum, em
fermentacdo com reciclo celular, utilizando-se caldo e melago como substratos de
fermentacao.

A atividade invertasica das linhagens de S. cerevisiae estudadas foi avaliada no
Capitulo 4, procurando verificar diferencas na atividade dessa enzima que possam
justificar os resultados obtidos nos diferentes substratos de fermentacdo, caldo e
melaco.

Os resultados apresentados e discutidos nos capitulos permitem avaliar o efeito
dos fatores “substrato de fermentacdo” e “tratamento de fermento” no
estabelecimento das contaminacdes por linhagens rugosas de S. cerevisiae e em
gue extensdo a contaminacdo concomitante por L. fermentum pode potencializar o

prejuizo causado no rendimento fermentativo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Etanol: importancia e caracteristicas do processo fermentativo

O Brasil desenvolveu como nenhum outro pais do mundo as tecnologias para a
utilizacdo das fontes renovaveis de bioenergia em escala capaz de atender a um
mercado de massas (ANA, 2009). Na ultima década, a participacdo do petréleo e
derivados na matriz diminuiu cerca de oito pontos percentuais, passando de 45,5%
em 2000 para 37,9% em 2009. Ao fim desse periodo, cerca de 18% da energia
consumida no pais ja provinha de derivados da cana-de-acucar, ultrapassando a
energia hidraulica em importancia na matriz e assumindo o segundo lugar (SOUZA,
MACEDO, 2010).

Desde sua efetiva incorporacdo a matriz energética brasileira em 1975 até a
atualidade, o etanol conseguiu importantes resultados: 1) a producdo e a demanda
ultrapassaram largamente as expectativas colocadas no inicio do Programa Nacional
do Alcool (Prodlcool); 2) a implementacdo de tecnologias e avangos gerenciais
tornaram este combustivel renovavel competitivo com os combustiveis fosseis; e 3)
as caracteristicas de sua producédo o tornam a melhor op¢do, no momento, para a
reducdo de emissdes de gases de efeito estufa no setor de transportes, em todo o
mundo (MACEDO; NOGUEIRA, 2004).

A cana-de-agUcar é cultivada em mais de 9 milhdes de hectares no Brasil e em
todas as regibes geograficas do pais. O Brasil € o maior produtor e exportador de
aclcar e o segundo maior produtor de etanol (UNICA, 2016). Os Estados Unidos (o
maior produtor de etanol, a partir de milho), juntamente com o Brasil, séo
responsaveis por 70% da producdo mundial de etanol (RFA, 2015). O acucar e
industria do etanol compéem 2,3% do Produto Interno Bruto (PIB), gerando 4,5
milhdes de empregos no pais. Além disso, o etanol combustivel representa quase
50% do volume total de combustivel consumido por carros (BASSO et al., 2011).

O processo de producdo de etanol no Brasil, cujo design foi baseado em um
processo utilizado na Franca, o Melle-Boinot, foi muito melhorado ao longo dos
altimos 30 anos. Quando o governo brasileiro criou o Proalcool nos anos 70, o
processo atingia rendimento de 80%, chegando a um marco atual de
aproximadamente 92% (CAVALHEIRO, 2013)
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De uma forma simplificada, podemos dizer que a producdo de etanol esta
dividida em trés etapas: preparo do mosto (substancia acucarada que servira de
substrato para a levedura), fermentacdo (ocorre a transformacédo do acucar em
etanol, utilizando as leveduras) e destilacdo (recuperacao do produto).

A primeira etapa pode ser iniciada com a obtencdo do caldo de cana através da
moenda ou difusor, ou ainda, com utilizagdo do mel final ou melago (subproduto da
producdo do acucar). As composicfes quimicas do melaco e do caldo de cana
dependem muito da cana utilizada, portanto sdo também extremamente variaveis
(Tabela 1).

A concentracao de acucar no mosto ndo deve provocar problemas de inibicdo do
metabolismo da levedura, ou seja, repressao do catabolismo dos micro-organismos
agentes por substrato e/ou pelo produto. Se o mosto for de caldo, devido a
embebicdo no processo de extracdo nas moendas, o caldo resultante € utilizado
diretamente como mosto, ocorrendo em muitos casos, apenas aquecimento e
decantacdo. Se o mosto for misto, dependendo das proporcdes caldo:melaco,
havera necessidade de adicdo de agua para a correcdo do °Brix (quantidade de
sélidos soluveis). No caso de mosto de melaco, que é somente mistura de melaco e
agua, o teor de agtcar € ajustado para 18 a 20 °Brix (CHIEPPE JUNIOR, 2012).

ApGs o acerto da concentragdo, 0 mosto passa por um tratamento térmico, que
tem por objetivo diminuir o nUmero de micro-organismos contaminantes, 0s quais
sdo responsaveis por quedas de rendimento nas unidades produtoras de etanol. Em

seguida, o mosto é resfriado e enviado a fermentacdo (ANA, 2009).
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Tabela 1 - Composicao quimica média de caldo de cana e de melago

Composicéo Caldo de cana Melaco
Agua 81,00 % 17,33 %
Soélidos totais 19,00 % 82,00 %
Sélidos soluveis 19,00 % 88,00 %
Sacarose 16,00 % 40,00 %
Glicose 0,30 % 12,00 %
Frutose 0,10 % 9,00 %
Agucares totais 18,00 % 65,00 %
Matéria nitrogenada 0,03 % 8,00 %
Acidez sulfurica 0,50 % 3,00 %
pH 55 6,5
Cinzas 0,40 % 8,50 %
P,0s5 0,02 % 0,15 %
KO 0,15 % 3,80 %
CaO 0,02 % 1,05 %
MgO 0,02 % 0,50 %
Vitaminas Variavel Variavel

Fonte: Stupiello et al. (1974)

A fermentacdo alcodlica € o fenbmeno por meio do qual os aclcares sao
transformados em alcool e gas carbénico, principalmente por acdo das leveduras da
espécie S. cerevisiae, em condi¢cdes anaerdbicas (LIMA; BASSO; AMRIM., 2001). A
concentracéo celular utilizada na fermentagédo é em torno de 10 a 15% p/v e grande
parte das usinas compra esse micro-organismo como fermento seco selecionado.
Com essa concentracao de células elevada e com temperaturas em torno de 30-35
°C, as destilarias podem atingir tempos de fermentacbes de 6 a 10 horas com
concentracdes finais de etanol de até 11% v/v (ANA, 2009)

Apés cada ciclo de fermentacdo, as células de leveduras sdo separadas do
vinho (nome dado ao mosto que foi fermentado) por centrifugacdo e tratadas com
acido sulfarico até atingir pH 2,0-2,5, com a finalidade de reduzir a contaminacao
bacteriana. De acordo com Souza e Mutton (2004), o tratamento acido € pratica

comum para o controle da infeccdo contida no fermento. Observou-se reducéao de
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44,3% da contaminacdo microbiana em funcdo do tempo e do vigor desse
tratamento. Porém, quando a levedura estd floculada por inducdo bacteriana, esse
tratamento apenas induz a separacao do fermento e das bactérias, mas nao elimina
totalmente as células bacterianas. Em contrapartida, esse procedimento pode
interferir negativamente no metabolismo e fisiologia da levedura (DORTA, 2006).

A suspenséo de fermento diluido e acidificado € conhecida na pratica como pé-
de-cuba, permanecendo em agitacdo por uma a trés horas, esperando o retorno
para a dorna de fermentacdo (FURTADO; SCANDIFFIO, 2006). Em seguida, esse
creme de levedura retorna as dornas de fermentacao para iniciar um novo processo.
Esta sequéncia (ciclos de fermentacédo) é repetida durante toda a safra de cana-de-
acucar, pois minimiza o consumo de carbono destinado ao crescimento da levedura
e proporciona uma maior produtividade de etanol (BRETHAUER; WYMAN, 2010).

O vinho é encaminhado a destilaria, iniciando a etapa de destilacdo. Esta fase
consiste na separacdo das substancias componentes do vinho, basicamente agua,
etanol, alcoois superiores, acido acético e aldeidos, por meio dos seus diferentes
pontos de ebulicdo. Ao final desse processo é obtido o etanol hidratado (95,5%) e
em seguida, com mais uma operacdo, o alcool anidro (99,7%) (NASCIMENTO,
2012).

2.2 Bioquimica da fermentacdo alcoolica

A fermentacdo alcodlica é um processo anaerdbio que ocorre com a
transformacao de acucares em etanol e CO,, catalisado por enzimas. Este processo
é realizado principalmente por leveduras em nivel citoplasmatico com o objetivo de
produzir energia, a qual sera empregada na realizacdo de suas atividades
fisiologicas, e ainda para seu crescimento e reproducdo, sendo o etanol resultado
desse processo (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001). Para obter alta eficiéncia no
processo de producdo de etanol, ha necessidade de propiciar as leveduras
condicdes ideais que resultem em altos rendimentos (SALVATO, 2010).

A sacarose, principal substrato utilizado na producdo etanodlica no Brasil, &
hidrolisada primeiramente em glicose e frutose pela enzima invertase produzida pela
prépria levedura (ZECH; GORISH, 1995). Através do processo de difusdo facilitada

da membrana do micro-organismo, tais acucares chegam ao interior da célula e
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iniciam o processo de catalise pela via glicolitica (CARTWRIGHT et al., 1989). Nesta
etapa, doze reacdes ocorrem em seqiéncia ordenada e cada reacdo € catalisada
por uma enzima especifica. Fatores como pH, temperatura, composicdo dos
substratos e substancias do préprio metabolismo, afetam o funcionamento dessas
enzimas, e consequentemente o desempenho do processo fermentativo conduzido
pelas leveduras. As rotas produtoras de energia geram ATP e coenzimas
necessarias para as diversas reacfes biossintéticas, e intermediarios quimicos
utilizados como pontos de partida para as diversas reacdes de biossintese. Como
produto final significativo de todas as rotas tem-se o &cido pirdvico, que em
anaerobiose é precursor dos &cidos, alcoois e outros produtos (WARD, 1991).

Pode-se representar a fermentacdo alcodlica pela equacdo de Gay-Lussac,
sendo que 1 mol de glicose (180 g) produz 2 moles de etanol (92 g), 2 moles de
diéxido de carbono - CO, (88 g) e 57 kcal de energia (LEHNINGER et al., 1995;
KOLB, 2002), da seguinte forma:

CeH1206 + 2Pi + 2ADP — 2C,Hs50H + 2C0O, + 2ATP + 2H,0 + 57 Kcal

No que diz respeito ao rendimento tedrico (Yp;s) € considerando-se o fator
estequiométrico (0,511 g de alcool produzido/ g de agucar consumido), obtém-se
valor de rendimento industrial na ordem de 90%, uma vez que se estima que parte
do acucar metabolizado pela levedura seja desviado para gerar produtos como
glicerol, alcoois superiores, trealose e outros, além do necessario para manutengao
celular (WARD, 1991; LIMA; BASSO; AMORIM, 2001; SCHMIDELL; BONOMI,
2001).

A trealose é um dissacarideo constituido por duas unidades de glicose (LELOIR;
CABIB, 1953 apud PANEK, 1991), conhecido como carboidrato de reserva,
protegendo as leveduras em situacdo de estresse como temperatura elevada,
toxicidade do etanol, desidratacdo celular e aumento da pressdo osmotica. A
trealose é acumulada em presenca de oxigénio e em baixas concentracfes de
acucares (THEVELEIN, 1984; HOTTINGER et al.,1987; PANEK et al., 1990;
ALCARDE; BASSO, 1997). Segundo Hottinger et al. (1987), a levedura adquire
termotolerancia em temperatura de 27 a 40 °C, devido ao aumento no acumulo de

trealose em seu metabolismo.
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O glicerol é um poliol produzido pela levedura S. cerevisiae durante a
fermentacdo da glicose em etanol a fim de manter o balanco redox (NEVOIGT;
STAHL, 1997). A formacao de etanol assegura a reoxidacdo do NADH formado na
oxidacao do gliceraldeido 3-fosfato, enquanto a producédo de glicerol é originada do
excesso de NADH gerado na assimilacdo de acucares em biomassa (van DIJKEN;
SCHEFFERS, 1986).

O glicerol inibe ou limita a fermentacdo alcodlica. Quando ha um acumulo de
glicerol no caldo fermentado, ocorre um decréscimo lento e linear da produtividade
de etanol (BASSO et al.,, 2008). No entanto, o glicerol tem um papel como
osmorregulador, sendo produzido em situacdes onde ha estresse osmético, como
meios com baixa atividade de &agua (MAIORELLA; BLANCH; WILKE, 1984;
TOKUOKA, 1993). Uma das principais caracteristicas da linhagem selecionada PE-2
€ a producédo balanceada de glicerol, a qual é baixa o suficiente para permitir alto
rendimento alcodlico, mas alta o bastante para possibilitar tolerancia ao estresse
(CARVALHO-NETTO et al., 2015).

A producdo de glicerol sofre influéncia do pH, temperatura e concentracéo
elevada de sacarose. Quanto maiores os valores destes parametros, maior é a
producéo de glicerol (GUTIERREZ, 1991), a qual depende também das linhagens de
leveduras e contaminantes presentes no processo. Contaminacfes bacterianas
aumentam a formacdo de glicerol nas fermentacdes, provavelmente devido a
resposta ao estresse causado pela presenca de metabdlitos bacterianos, tais como
acido latico e acido acético (THOMAS; HYNES; INGLEDEW, 2001; BASSO et al.,
2014).

O etanol é o maior agente estressante ocorrido durante a fermentacéo, podendo
reduzir a multiplicacé@o e a viabilidade da levedura (CANETTA; ADYA, 2005). Varios
e complexos mecanismos de inibicdo tém sido propostos, incluindo a desnaturacéo e
inibicdo de enzimas, e danos na membrana plasmatica alterando a sua
permeabilidade (D’AMORE; STEWART, 1987). Esses autores ainda ressaltam que
os fosfolipidios presentes na membrana plasmatica desempenham um importante
papel no mecanismo de tolerdncia ao etanol. Acréscimo de acidos graxos
insaturados, aléem de fatores como o acumulo de etanol intracelular, temperatura e

pressdo osmatica influem sobre a tolerancia ao etanol.
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2.3 Linhagens selecionadas para a fermentacao

A espécie mais importante de levedura alcodlica é a S. cerevisiae, pois se trata
de micro-organismo “robusto”, capaz de suportar condicbes drasticas. Linhagens
dessa espécie apresentam alta eficiéncia fermentativa, crescimento rapido, eficiente
metabolizacdo de acUcares, tolerdncia a altas concentracbes de etanol e baixos
niveis de oxigénio, osmotolerancia e tolerancia a grandes variacdes de temperatura
(ANDRIETTA et al., 2007).

Além disto, conseguem sobreviver e se adequar a ambientes indspitos e
estressantes atraves da sua capacidade de formar filamentos, de apresentar
crescimento invasivo sob a forma de pseudohifas, de flocular, de formar espuma e
de desenvolver biofilmes. Este micro-organismo nao sO6 pode explorar novos
ambientes a procura de nutrientes, como também consegue se fixar e persistir
naqueles adequados ao seu desenvolvimento (CECCATO-ANTONINI, 2008).

As células de S. cerevisiae, quando submetidas a condicbes de estresse,
desenvolvem uma répida resposta molecular para reparar danos e proteger as
estruturas celulares dos efeitos causados pelo estresse (RUIS; SCHULLER, 1995;
SWAN; WATSON, 1998; ESTRUCH, 2000). Essa resposta é caracterizada pela
sintese de proteinas especificas, aumento do nivel celular de trealose e glicerol,
alteracdo da composicao lipidica da membrana plasmatica e da atividade da ATPase
(BIRCH; WALKER, 1999).

Entende-se por leveduras selecionadas, as linhagens que foram isoladas a partir
de processos de fermentacao industrial. Em pesquisas realizadas em um programa
de selecdo de leveduras durante 12 anos, visando selecionar estirpes de S.
cerevisiae adequadas para a fermentacdo de substratos de cana de acgucar (caldo
de cana e melaco), com reciclo de células, verificou-se que o uso de cepas
selecionadas aumentou a producéo de etanol e reduziu os custos de producéo,
devido ao seu maior desempenho de fermentacdo (rendimento elevado de etanol,
reducdo na formacao de glicerol e de espuma, manutencdo de alta viabilidade
durante a reciclagem e alta capacidade de implantacdo em fermentadores
industriais). Discute-se também que a grande biodiversidade de leveduras
encontradas em ambientes de destilaria poderia ser uma importante fonte de

pressdo. Durante a reciclagem das células de levedura, ocorre uma pressao seletiva
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sobre as células (evolucdo adaptativa), sobrevivendo estirpes com maior toleréncia
para as condicdes de estresse de fermentacgé&o industrial (BASSO et al., 2008).

Em 2006 havia 329 fabricas de bioetanol no Brasil, e 190 destilarias optaram por
iniciar os seus processos com leveduras selecionadas. Como exemplo, pode-se citar
SA-1 (Copersucar), BG-1 (Copersucar), CAT-1 (Fermentec/ESALQ) e PE-2
(Fermentec/ESALQ). Estas leveduras foram isoladas das usinas Santa Adélia, Barra
Grande, Usina VO (Grupo Virgolino de Oliveira) Catanduva e Usina da Pedra,
respectivamente (AMORIM, 2005).

Em 2010 e 2015, mais duas linhagens foram langadas no mercado, a FT858L e
a FERMEL, esta dltima apresentando como caracteristica principal bom
desempenho para fermentacbes com elevada concentracbes de melaco,
desenvolvida pela empresa Fermentec em parceria com a FAPESP (JORNAL
CANA, 2014).

Embora a utilizacdo de uma levedura qualquer selecionada seja uma alternativa
viavel para o inicio da safra, o uso de leveduras provenientes do proprio processo é
a expectativa para o futuro das usinas brasileiras. A estabilidade microbiol6gica em
relacdo as leveduras do processo de producdo de &lcool estd relacionada a
utilizacdo de in6culo de uma levedura isolada do préprio processo (STROPPA;
ANDRIETTA; ANDRIETTA, 2003).

2.4 Micro-organismos contaminantes

Uma das principais preocupac¢fes na industria sucro-alcooleira é combater os
micro-organismos contaminantes do processo de producédo de alcool, representados
pelas bactérias e leveduras que se instalam no processo.

De acordo com Alquati (1990), a planta da cana-de-aglcar, como todo
organismo vivo, possui uma microbiota caracteristica distribuida tanto no sistema
vascular como em sua camada periférica. Esta microbiota é levada juntamente com
o caldo bruto no momento de sua obtencdo através da moagem dos colmos. O
numero total de bactérias presentes no caldo bruto de cana-de-aclucar pode ser
aumentado sensivelmente tanto por periodos prolongados entre o corte e a moagem
da planta como pela falta de assepsia na moenda, filtros, bombas e tubulagbes que

entram em contato direto com o referido material.
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Bovi e Marques (1983) também destacam que alguns micro-organismos podem

adentrar a indastria pela agua utilizada em alguns processos, como na lavagem da
cana, no preparo do pé-de-cuba e na limpeza dos equipamentos.
A biodiversidade bacteriana nas dornas de fermentacao é grande, predominando as
bactérias laticas (GALLO, 1990; BASSO et al.,, 2008; LUCENA et al., 2010;
CARVALHO-NETTO et al., 2015) e os efeitos causados sdo: consumo de agucares,
excrecdo de compostos toxicos as leveduras, acumulo de acidos no decorrer dos
ciclos fermentativos, aumento do tempo de fermentacédo e diminui¢cdo do rendimento
fermentativo (LUDWIG; OLIVA-NETO; ANGELIS, 2001).

As bactérias podem também induzir a floculacdo das leveduras do processo. A
formacdo de flocos compromete a conversdo de acucar em etanol e CO, pela
reducdo da superficie de contato direto entre as células e o meio. Além disso, nas
unidades que realizam o reaproveitamento de células, as operac6es de recuperacao
de fermento ficam prejudicadas pela presenca dessas estruturas, comprometendo
seriamente o desempenho industrial (LUDWIG; OLIVA-NETO; ANGELIS, 2001).

A predominancia de bactérias produtoras de &cido latico no processo
fermentativo se deve provavelmente a sua maior tolerancia ao pH baixo e aos
elevados teores de etanol, quando em comparacdo com outros micro-organismos
(KANDLER, 1983; KANDLER; WEISS, 1986; SKINNER; LEATHERS, 2004). Estudos
tem apontado que Lactobacillus é o género mais abundante (GALLO, 1990;
LUCENA et al., 2010), sendo tradicionalmente classificado em dois sub-grupos
metabdlicos de acordo com a via utilizada para metabolizar hexoses: homo- e
heterofermentativo (KANDLER, 1983). Os homofermentativos, através da via
Embden-Meyerhof, convertem 1 mol de hexoses em 2 moles de acido latico e nédo
fermentam pentoses ou glucanato. Os heterofermentativos convertem 1 mol de
hexoses em 1 mol de CO,, 1 mol de etanol ou acido acético e 1 mol de acido latico
através da via 6-fosfoglucanato. Pentoses sdo convertidas a acido latico e acético
(CHERUBIN, 2003).

Basso et al. (2014) estudaram os efeitos de duas espécies de Lactobacillus, a
L. plantarum pertencente ao grupo dos homofermentativos, e a L. fermentum,
representante do grupo dos heterofermentativos, sobre o desempenho fermentativo
da levedura CAT-1 no processo de producdo de etanol. Quando foram inoculados
nameros iguais de leveduras e bactérias, a espécie homofermentativa foi mais

prejudicial para a levedura de processo do que a heterofermentativa. No entanto,
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nas condigbes das unidades industriais, alta densidade celular e curto tempo de
fermentacdo, a estirpe heterofermentativa foi mais prejudicial que a
homofermentativa, provocando menor rendimento na producdo de etanol e maior
producéo de glicerol.

Unidades industriais tém se deparado também com problemas atribuidos a
presenca de leveduras contaminantes que, altamente competitivas dentro das
condicBes existentes, passam a predominar na populacdo de células presentes
(CECCATO-ANTONINI; SILVA, 1998). Quando isso ocorre, 0 processo industrial se
torna mais lento e a destilaria acaba por produzir menor quantidade de etanol por
dia, em comparacdo com os dias em que ndo ha esse tipo de contaminacao. Dessa
forma, uma fermentacdo mais lenta impde uma diminuicdo da moagem da cana,
gue, por sua vez, diminui o descarregamento desta no patio da industria, causando
problemas no cronograma de colheita. Tudo isso provoca custos diretos e perda de
receita diaria para a indastria (BASSO; BASSO; ROCHA, 2011).

Oliveira e Pagnocca (1988) detectaram as leveduras Hansenula
anomala, Candida famata, Saccharomyces  kluyverie S.  cerevisiae = como
contaminantes em uma unidade industrial a partir de amostras de fermento
centrifugado, fermento tratado e mosto em fermentacdo. Miniac (1989) citou a
espécie Brettanomyces intermedius como contaminante em varias destilarias na
Franca, com prejuizo ao processo fermentativo, levando inevitavelmente a
necessidade de renovacao de todo o fermento em processo.

A espécie Dekkera bruxellensis tem se apresentado como um dos
contaminantes ndo-Saccharomyces mais importantes e expressivos no contexto da
fermentacdo etandlica industrial. No Brasil, o primeiro relato que se tem
conhecimento da contaminacdo do processo de fermentagdo alcodlica por essa
levedura € de um trabalho realizado por Silva (1994). O autor documentou a
ocorréncia de uma severa contaminacao por uma levedura selvagem no processo
continuo de produgdo de etanol industrial, demonstrando a ndo estabilidade do
fermento inicial, o qual foi praticamente substituido por D. bruxellensis. O poder
competitivo dessa espécie em condi¢cdes fermentativas foi de tal ordem que permitiu
sua evolucao populacional de aproximadamente 62% para 96% do numero total de
leveduras em 8 dias de operacéao.

Guerra (1998) detectou que uma unidade industrial que sofria constantes quedas

no rendimento fermentativo e teve seu fermento substituido sete vezes durante uma
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Unica safra, estava contaminada com D. bruxellensis e entdo testou varias maneiras
de controle dessa levedura. Concluiu que é possivel realizar o controle industrial do
crescimento dessa espécie mediante procedimentos onde haja minimizacdo do
oxigénio e uso de etanol, tudo dentro dos limites de tolerancia da levedura de
processo. Linhagens desta espécie apresentaram uma reduzida capacidade
fermentativa em relacéo a levedura do processo S. cerevisiae, 0 que ocasionou tanto
gqueda no rendimento de etanol quanto aumento no tempo de fermentacao
(PEREIRA et al., 2012; MENEGHIN et al., 2013).

Trabalhos de Basso et al. (1993, 1994, 1995 e 1996) constataram,
respectivamente, nas safras de 92/93, 93/94, 94/95 e 95/96, a predominancia de
leveduras contaminantes do género Saccharomyces em unidades produtoras de
alcool. Observacdes feitas por Ceccato-Antonini e Parazzi (2000) no monitoramento
microbiologico da fermentacéo etandlica em unidades industriais e safras diversas,
indicaram a presenca de um bi6tipo de levedura com células dispostas em cadeias,
apresentando colénias opacas, superficie crespa, pertencendo a espécie S.
cerevisiae. Esse bibtipo foi denominado como levedura rugosa e apresentou
caracteristicamente alto crescimento, permanecendo na superficie das dornas,
formando uma espécie de espuma grossa, pegajosa, causando extravasamento de
mosto das dornas e consequientemente perda de acucar e alcool.

Ceccato-Antonini e Parazzi (1996) verificaram uma proporcdo de 1:1 entre
leveduras rugosas e nao-rugosas no fermento e no vinho, ocasionando uma queda
de 10% no rendimento fermentativo e 18% na producédo de alcool, em uma destilaria
de Jau (SP). Para a retomada do rendimento a valores como 89,5%, o fermento teve
gue ser substituido.

Trabalho realizado durante 3 safras consecutivas sobre as caracteristicas de 300
leveduras selvagens isoladas de 46 destilarias mostrou que 57% das colOnias
apresentavam borda lisa e 43% borda rugosa. Todas as leveduras apresentando
colénias com borda rugosa mostraram problemas na fermentagcdo como espuma em
excesso, floculagdo e/ou sobra de agucar no vinho. Entre as leveduras de coldnias
de borda lisa, 65% apresentaram pelo menos um dos problemas citados (BASSO et
al., 2008).

Um estudo comparativo da capacidade fermentativa de leveduras de colbnias
rugosas e colbnias mucosas (nome dado as linhagens que possuem células

dispersas e colbnias brilhantes) de S. cerevisiae mostrou que as rugosas tém
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fermentacdo mais lenta em sistema de batelada com ciclo Gnico. Utilizando reciclo
celular, foi obtida uma eficiéncia fermentativa de 60% com a col6nia rugosa (REIS et
al., 2013).

Leveduras com essas caracteristicas — colonias rugosas e células em
pseudohifas - sdo capazes de dominar o0 processo, substituindo a levedura
iniciadora. Apresentam alta taxa de sedimentacdo celular, causando problemas
similares aqueles observados com leveduras floculantes. A agregacédo celular que
origina as pseudohifas ndo deve ser confundida com floculacdo. A formacéo das
cadeias de células é derivada da falha do broto jovem em se separar da célula-mée
(SOARES, 2010), permanecendo unida a célula parental depois da mitose. Essas
leveduras recebem também o nome de snowflake yeasts. Como as cadeias
continuam a aumentar por divisdo das células, a tensédo entre as células aumenta
até que excede a forca de tensdo existente na conexao célula — célula, resultando
na liberacdo de propagulos multicelulares (RATCLIFF et al., 2015).

A Figura 1 traz imagens da colonia e morfologia celular das leveduras rugosas
em comparacao com as leveduras mucosas.

Mais recentemente, estudos tem se concentrado na origem desse bibtipo de S.
cerevisiae. Ratcliff et al. (2015) verificaram que 1.035 genes foram expressos
diferencialmente quando se comparou uma linhagem unicelular de S. cerevisiae e
uma linhagem de levedura rugosa evoluida por evolucdo adaptativa. Sete genes
downregulated dentre dez foram regulados pelo fator de transcricdo ACE2, com
ambos os alelos idénticos na linhagem dipléide. A perda de heterozigosidade no
gene ACE2 (causado por uma mutacdo de mudanca de fase) foi responsavel pelo
fendtipo de colbnia rugosa nas linhagens estudadas por Rodrigues (2013), utilizando
derivativos espontaneos da linhagem JAY270/PE-2. As linhagens apresentaram
colénias com superficies rugosas, bordas irregulares e sedimentacdo celular
semelhante a floculagdo em meio liquido, caracteristicas que nao sdo préprias da

linhagem de levedura selecionada PE-2.
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Figura 1 - Morfologia da col6nia de linhagem rugosa (A) e mucosa (B) de S. cerevisiae. Em
C, imagem das células da linhagem rugosa dispostas em cachos (pseudohifas);
em D, células dispersas da linhagem de col6nia mucosa

Fonte: Reis (2011)

Testes fenotipicos mostraram a resisténcia aumentada das colbnias rugosas de
S. cerevisiae as condi¢des de alta concentracao de acucar e etanol, em comparacgao
com as colénias mucosas de S. cerevisiae (REIS, 2011). Leveduras rugosas tem
demonstrado maior tolerdncia ao calor e dessecacdo, além de agentes
antimicrobianos (MENEGHIN et al., 2008; VOORDECKERS et al., 2012).

O controle das contaminacgdes por leveduras selvagens S. cerevisiae ndo é uma
tarefa facil. Pouco se sabe também sobre a interacdo entre as leveduras rugosas e
Lactobacillus no processo da fermentacdo alcodlica, pois 0s estudos tem se
concentrado na avaliacdo dos efeitos da contaminacdo por um ou outro
contaminante separadamente.

Para presente trabalho, foram selecionadas trés linhagens rugosas, baseando-
se nos resultados obtidos por Reis (2011), com 22 linhagens de leveduras
pertencentes a espécie S. cerevisiae, sendo 11 linhagens com col6nias mucosas e
células dispersas, e 11 com colbnias rugosas e células em cacho. Nesse trabalho, a
autora demostrou no teste de caracterizagdo genética através do loci de
microssatélites a presenca de dois grupos principais relacionados geneticamente,
sendo o primeiro grupo constituido principalmente de colbnias rugosas (67%),
contendo, no entanto, a linhagem PE-2 (linhagem 17), umas das mais importantes
linhagens utilizadas industrialmente no Brasil na producdo de etanol combustivel. O
outro grupo (com 3 sub-grupos) compreendeu principalmente colénias mucosas.

Esse resultado foi associado aos resultados de estresse e de floculacdo e
verificou-se que o grupo que incluia a levedura PE-2 e as linhagens rugosas,
apresentou alta taxa de sedimentacéo e tolerancia as altas concentracdes de agucar

e etanol. O segundo grupo (com 3 sub—grupos) apresentou baixas taxas de
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sedimentacdo e pouca resisténcia significativa as situagbes estressantes nas
mucosas estudadas (Figura 2).

Sendo assim, para este trabalho foram selecionadas a linhagem 36, situada no
primeiro grupo (mesmo grupo que a PE-2), possuindo tolerancia a pH 1,5; 14,5% de
etanol e taxa de floculagdo > 50%; a linhagem 52, situada no segundo grupo,
apresentando taxa de floculacdo > 50% e tolerante a 500 g/L de agucar; a linhagem
7, pertencente também ao segundo grupo, apresentando tolerancia a 14,5% etanol e

a 500 g/L de acucar.

Colémas Mucosas

Colénias Rugosas

Tolerincia apH 1,5
Tolerdncia a 14,5% de etanol

Floculagdo > 50%

LEHECOO

Tolerdncia a 500 gL, de agticar

Figura 2 - Arvore fenética construida com os resultados da amplificacdo dos loci
microssatélites, usando o software Population 1.2.31 através do método
UPGMA e associada aos resultados de resisténcia aos estresses (Fonte: REIS,
2011).
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3 EFEITO DO SUBSTRATO SOBRE FERMENTACOES CONTAMINADAS COM
LEVEDURAS SELVAGENS Saccharomyces cerevisiae E BACTERIA
Lactobacillus fermentum

Resumo

Estudos com o objetivo de verificar o efeito de diferentes substratos sobre o
desenvolvimento das contaminagBes por bactérias e leveduras selvagens, em
consorciacdo, durante a fermentacdo etanodlica tém sido pouco encontrados. O
presente trabalho objetivou avaliar o efeito do caldo de cana e do melago como
substratos de fermentacdo sobre o desenvolvimento de leveduras Saccharomyces
cerevisiae selvagens que apresentam colbnias rugosas e células em pseudohifas (3
linhagens), e da bactéria Lactobacillus fermentum, utilizando-se a levedura industrial
PE-2 como levedura do processo. Foram realizadas fermentacdes puras e mistas,
em meios de caldo de cana e de melagco 16 °Brix, pH 4,5 em ciclo Unico de
fermentacdo, durante 48 horas, a 30 °C. Em cultura pura, a linhagem PE-2
apresentou eficiéncia fermentativa maior em substrato de caldo de cana 16 °Brix
guanto comparada com as linhagens rugosas. Em mosto a partir de melaco, a
eficiéncia fermentativa decaiu para cerca de 40% nas primeiras 12 horas de
fermentacdo com a linhagem PE-2. Tanto a contaminagdo com a levedura rugosa
quanto com a bactéria L. fermentum teve prejuizo a fermentacdo. O substrato de
fermentacdo, caldo de cana ou melago, teve influéncia sobre a fermentacdo e o
desenvolvimento das contaminacgdes, pois as fermentacdes contaminadas com as
leveduras rugosas tiveram eficiéncia mais alta em melaco que em caldo, com
excecdo da contaminagédo com a linhagem rugosa 7. As fermentacdes contaminadas
com L. fermentum apresentaram menor eficiéncia em melaco, e nas fermentacfes
contaminadas com ambos 0s micro-organismos (levedura rugosa e bactéria),
somente verificou-se diminuicdo significativa na eficiéncia fermentativa com a
linhagem rugosa 36, em ambos os substratos. Verificou-se que o tipo de substrato
interferiu com o desenvolvimento das contaminacBes por leveduras rugosas
associadas ou ndo a L. fermentum.

Palavras-chave: Bactérias laticas; Substrato; Leveduras contaminantes

Abstract

Studies in order to evaluate the effect of different substrates on the development
of contamination by bacteria and wild yeasts in association during the ethanol
fermentation have been seldom found. This study aimed to evaluate the effect of
sugarcane juice and molasses as fermentation substrates on the development of
Saccharomyces cerevisiae wild strains that present rough colonies and cells in
pseudohyphae (3 strains), and the bacteria Lactobacillus fermentum, utilizing strain
PE-2 of S. cerevisiae as industrial yeast. Pure and mixed fermentations were
performed in sugarcane and molasses,16 °Brix, pH 4.5 in a single fermentation cycle,
for 48 hours at 30 °C. In pure culture, PE-2 strain showed higher fermentation
efficiency in sugarcane juice substrate as compared to the rough strains. In
molasses, the fermentation efficiency dropped down to 40% during the first 12 hours
of incubation with PE-2 strain. Both contamination with rough yeast strain and L.
fermentum were harmful to the fermentation. The substrate influenced the
fermentation and the contamination development, because the fermentations
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contaminated with the rough strains presented higher ethanol yield in molasses than
in juice, exception for the contamination with the rough yeast strain 7. With L.
fermentum, lower efficiency in molasses was observed, and with both contaminants
(rough yeast strain and bacteria), a significant decrease in the fermentative efficiency
was verified only with the rough yeast strain 36, in both substrates. In summary, the
type of substrate interfered with the development of contaminations by rough yeast
strains associated or not with L. fermentum.

Keywords: Lactic acid bacteria; Substrate; yeast contaminants

3.1 Introducéao

Nas unidades de producdo de alcool acopladas as unidades de producao de
acucar, a matéria-prima utilizada para obtencdo de etanol normalmente € o mel final
diluido em caldo de segundo terno ou filtrado apds tratamento, ou somente em agua.
Devido ao melaco possuir uma composicao diferente do caldo de cana, pode haver
diferencas quanto a eficiéncia fermentativa quando se opta em produzir etanol a
partir desse subproduto.

Os nutrientes que estavam na cana de acuUcar podem estar concentrados ou
podem ser destruidos durante o processo de obtencdo do acucar e
consequentemente do melaco. O acumulo acontece quando o caldo passa pelos
evaporadores e cozedores para a retirada da agua e cristalizacdo do acucar.
Durante o cozimento, pode ocorrer também a degradacdo térmica da sacarose,
formando compostos indesejaveis a fermentacdo alcoodlica, tais como acidos
organicos (acido latico, férmico e acético) e hidroximetil-furfural (HMF). Estes
compostos, por apresentarem a¢ao antimicrobiana, podem afetar o desempenho das
leveduras, podendo ser uma das causas da baixa qualidade fermentativa de alguns
meis.

Considerando que o substrato a ser fermentado ndo € esterilizado, a
composicdo do substrato deve ter influéncia sobre a dindmica dos micro-organismos
nativos e sobre a interacdo desses com a levedura de processo. Sendo assim, o
objetivo desde trabalho foi avaliar o efeito do substrato (melaco e caldo de cana) nas
fermentacdes conduzidas pela levedura industrial selecionada PE-2 e contaminada
com leveduras S. cerevisiae rugosas e ou com a bactéria L. fermentum, procurando
verificar se o substrato pode beneficiar ou prejudicar o desenvolvimento dos

contaminantes.
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3.2 Reviséo Bibliogréfica

As fermentacGes no Brasil sdo desenvolvidas com mostos de caldo de cana,
melaco diluido ou uma mistura de ambos (AMORIM et al., 2011). O caldo de cana-
de-acUcar se constitui em Otimo substrato para o crescimento de muitos micro-
organismos, em fungdo dos teores de nutrientes organicos e inorganicos, e
apresenta alta atividade de agua e pH favoraveis (CEBALLOS-SCHIAVONE, 2009).
O nitrogénio na forma amoniacal (NH4") é encontrado no mosto proveniente do caldo
de cana, e sua concentracao influi sobre o brotamento e a taxa de multiplicacdo da
levedura (TOSETO, 2008).

Durante o processo de fabricacdo de acucar, sdo gerados subprodutos e
residuos da producdo, sendo que praticamente todos estes podem ser aproveitados
de maneira a aumentar os lucros da propria industria e diminuir os custos de
producéo e impactos ambientais (MEZAROBA et al., 2010). O melago ou mel final se
constitui no principal subproduto da indastria do acucar, sendo produzido na
proporcao de 40 a 60 quilos por tonelada de cana processada. Ele apresenta uma
concentracéo de nutrientes bem mais elevada do que os mostos de caldo de cana,
porém nao apresenta o nitrogénio em forma adequada para as leveduras, podendo
inclusive comprometer a qualidade do alcool (VASCONCELOS, 1987).

A composicdo quimica tanto do caldo de cana quanto do melaco depende muito
da cana utilizada, portanto, € extremamente variavel (MARQUES, 2008). A
quantidade de nutrientes € maior no melaco que no caldo de cana, o que pode
ocasionar, segundo Souza (2009), o estresse induzido pelo aumento da
osmolaridade externa, levando a reducao no crescimento e perda da viabilidade das
células das leveduras, devido as perturbagBes no gradiente osmético através da
membrana plasmatica.

Lima et al. (2013) avaliaram a eficiéncia alcoolica da fermentacdo com melago
de cana-de-agucar apos reciclo de células, utilizando a fermentacdo de caldo de
cana como referéncia. Verificou alta similaridade entre os substratos, porém o
melago apresentou capacidade fermentescivel superior ao caldo de cana.

Venturini Filho et al. (2013) quantificaram o metabolismo aerdbio (respiracéo) e
anaerobio (fermentacado alcoolica) durante a fermentacdo de mostos de melaco e de
caldo de cana pela levedura de panificacdo por meio de método estequiométrico. Os

autores diluiram o melaco com agua para produzir mostos com 10, 20 e 30 °Brix,
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enquanto que o teor de solidos soluveis do caldo foi corrigido com agua ou acgucar
cristal com o mesmo propésito. Os mostos foram inoculados com a levedura (100
g/L) e fermentados a temperatura ambiente. Os resultados mostraram que a
levedura catabolizou o acucar durante o processo fermentativo, tanto por via aerébia
como pela via anaerdbia, com prevaléncia dessa ultima. A taxa de fermentacdo no
mosto de melaco ficou entre 80,02 % (10 °Brix) e 91,58 % (30 °Brix), enquanto no
mosto de caldo de cana esses valores foram de 83,17 % (10 °Brix) e 89,16 % (30
°Brix), demonstrando o efeito do substrato na fermentacao.

Poucos trabalhos tem relacionado o substrato ao desenvolvimento de
contaminantes na fermentacéo. Pereira et al. (2014) verificaram que a levedura
contaminante Dekkera bruxellensis produziu acetato em fermentacdo a base de
melaco, o que ndo ocorreu quando o meio de fermentacéo foi caldo de cana. Essa
diferenca no metabolismo pode afetar a interacdo entre o contaminante e a levedura

do processo. E esse contexto que o presente trabalho pretende abordar.

3.3 Material e Métodos
3.3.1 Micro-organismos utilizados

Foram utilizadas as seguintes linhagens de S. cerevisiae: PE-2 como levedura
de processo, e as linhagens rugosas 07, 36 e 52 (CCT7789, CCT7788 e CCT7787,
respectivamente) além da linhagem de L. fermentum CCT5852 (ATCC 19255). As
linhagens pertencem ao banco de culturas do Laboratério de Microbiologia Agricola
e Molecular (LAMAM), CCA/UFSCar — Campus de Araras e foram armazenadas em
meio YPD a 4°C.

3.3.2 Preparo do inéculo

A fermentacdo iniciou-se com o preparo do inoculo das leveduras,
separadamente, que ocorreu em duas fases. Na primeira fase, a de pré-indculo, a
levedura foi transferida para uma placa de Petri com meio de reativagdo YPD (em
p/v.: 1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de glicose, 2% agar) e
posteriormente incubada a 30°C por 48 horas. Na segunda fase, para obtencéo do

indculo, foram transferidas duas alcadas de células da placa de Petri para
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erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio de multiplicagéo (caldo de cana ou
melaco 4 °Brix, pH 5,0, com solucéo de sais na proporgdo de 10 mL/L). A solucéo de
sais foi preparada da seguinte forma: dissolveu-se 50 g de sulfato de aménio, 20 g
de fosfato monobasico de potassio, 10 g de sulfato de magnésio, 1 g de sulfato de
zinco e 1 g de sulfato de manganés em 500 mL de &gua destilada, completando-se o
volume para 1000 mL. A solucao foi esterilizada em autoclave e armazenada a 4 °C.

Os frascos foram mantidos em incubadora a 30 °C, sob agitacdo de 160 rpm, por
24 horas, a fim de se obter a quantidade de massa Umida necesséaria para a
fermentacdo. Apds esse periodo a massa foi centrifugada e lavada com agua
destilada estéril por 2 vezes.

Apods a ultima lavagem, os tubos foram pesados em balanca analitica para
estimativa do peso da massa Umida no total. Utilizou-se a proporcdo de 10 g de
massa umida/litro de meio de fermentacdo, sendo necessarios, portanto, 2 g de
massa Umida/frasco de fermentacéo, para experimentos feitos em duplicata, ou seja,
1 g de massa umida de cada levedura. Essa massa foi ressuspendida em meio de
fermentacdo (caldo de cana ou melago 16° Brix, pH 4,5, com solugdo de sais na
proporcédo de 10 mL/L). O ndmero inicial de leveduras na fermentacéo foi de ~10°
UFC/mL para PE-2 e ~10° UFC/mL para a levedura rugosa.

O in6culo da bactéria L. fermentum foi preparado da mesma maneira que para
as leveduras, em duas etapas. Inicialmente, a bactéria foi crescida em meio MRS
(Peptona proteose: 10,0 g/L; Extrato de carne: 10,0 g/L; Extrato de levedura: 5,0 g/L;
Dextrose: 20,0 g/L; Polisorbato 80: 1,0 g/L; Citrato de amodnia: 2,0 g/L; Acetato de
sédio: 5,0 g/L; Sulfato de magnésio: 0,10 g/L; Sulfato de manganés: 0,05¢g/L; Fosfato
dipotassico: 2,0 g/L; Agar: 12,0 g/L), e incubada a 35°C por 48 horas.
Posteriormente, a bactéria foi transferida para o meio de multiplicacdo acima e
incubada a 35 °C, sob agitacdo de 160 rpm, por 24 horas. Os frascos foram
centrifugados e a massa celular foi ressuspendida em meio de fermentacédo. O
ndmero inicial de bactéria na fermentacéo foi em torno de 10° UFC/mL.

O in6culo de leveduras e bactéria foi assim constituido, nas fermenta¢cdes com
diferentes combinag¢des de micro-organismos:

- cultura pura PE-2: 40 mL de massa celular ressuspendida em meio de
fermentacao;

- cultura mista PE-2 + rugosa, ou PE-2 + L. fermentum: 20 mL de massa celular,

de cada micro-organismo, ressuspendida em meio de fermentacéo;
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- cultura mista PE-2 + rugosa + L. fermentum: 13-14 mL de massa celular, de

cada micro-organismo, ressuspendida em meio de fermentacgéo.

3.3.3 Teste de fermentacédo com ciclo Unico

Em erlemeyer de 500 mL foram adicionados 160 mL de meio de caldo de cana
ou melago 16° Brix estéril, pH 4,5, com solu¢do de sais (10 mL/L de meio). Em
seguida, adicionou-se 40 mL de indculo e incubou-se em estufa a 30 °C, em
condicbes de semi-aerobiose (frascos tampados com algodao), por 48 horas. A

fermentacao foi realizada em ciclo Unico e em duplicata.

3.3.4 Anélises

Foram coletadas amostras de 1 mL no inicio dos testes fermentativos (tempo
zero) para a quantificacdo dos micro-organismos. A cada 12 horas, até 48 horas,
foram retirados 15 mL, dos quais 1 mL foi utilizado para a quantificacdo dos micro-
organismos, e o restante foi centrifugado a 580 g por 5 minutos, sendo a massa
celular descartada. O sobrenadante foi analisado quanto ao teor alcdolico e

acucares redutores totais.

3.3.4.1 Quantificacado de micro-organismos

As amostras de 1 mL coletadas foram diluidas em solucdo salina, sendo
espalhados 100 uL de cada diluicdo em meio YPD com cloranfenicol e tetraciclina.
As placas foram incubadas a 30 °C por 48-72 horas. A seguir foram contadas as
colonias, discriminando-se entre colonias mucosas (PE-2) e rugosas, nas
fermentacdes com culturas mistas de leveduras. Para avaliacdo do crescimento de
L. fermentum, quando necessario, o0 meio utilizado foi o MRS com nistatina, sendo
as placas incubadas a 35°C por 48 a 72 horas. Os resultados foram expressos em
UFC/mL.

3.3.4.2 Acgucares redutores totais (ART)

Para a quantificacdo de acgucares redutores totais utilizou a metodologia de Miller

(1959). Inicialmente, para a hidrélise da sacarose, pipetou-se 1 mL de cada amostra
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do sobrenadante para bal6es volumétricos de 100 mL, em seguida adicionou-se 30
mL de A&gua destilada e 2,5 mL de &cido cloridrico (HCI) concentrado e
homogeneizou-se. Os baldes foram levados para banho-maria a 65 °C por 15
minutos. As amostras foram resfriadas em agua corrente e em seguida adicionou-se
2,8 mL de NaOH 12 mol/L e completou-se o volume do baldo até o menisco com
adgua destilada. Retirou-se 1 mL de cada solucdo preparada transferindo-se para
tubos de ensaio, e neste adicionou-se 1 mL da solucdo estoque de ADNS e 1 mL de
agua destilada, totalizando um volume de 3 mL. As amostras foram submetidas ao
banho térmico (dgua fervente) por 5 minutos, os tubos em seguida foram resfriados
em agua corrente e receberam 5 mL de agua destilada, perfazendo um total de 8
mL. Homogeneizou-se por exatos 5 segundos em vortex e realizou-se a leitura da
absorbancia a 540 nm em espectrofotdmetro digital (Thermo® Biomate 3). O mesmo
procedimento foi feito utilizando-se agua ao invés da amostra para se obter o branco
da reacéo, que foi utilizado para calibrar o aparelho.

A quantidade de acucares redutores totais (ART) foi obtida através de uma curva
padrao de glicose, pesando-se 1,2 g de glicose previamente seca em dessecador de
silica gel por 7 dias e depois colocada em estufa a 70°C durante 2 horas e
novamente levada ao dessecador para ser resfriada. A glicose foi transferida
cuidadosamente para um baldo volumétrico de 200 mL, completando-se o volume
com agua destilada. Aliquotas de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 e 20 mL desta solu¢éo
foram transferidas com pipeta graduada de 10 mL, para baldes volumétricos de 100
mL, completando-se o volume também com &agua destilada. Cada mL dessas
solugdes, considerando-se a diluicdo, continha, respectivamente, 0,12; 0,24; 0,36;
0,48; 0,60; 0,72; 0,84, 0,96; 1,08; 1,20 mg de glicose. Para a leitura da absorbancia
a 540 nm, realizou-se o0 mesmo procedimento anterior. A partir da concentracao de
glicose e da respectiva absorbancia, efetuou-se a regresséao linear e determinou-se a
correlacdo (R?). O célculo da quantidade de aglicares redutores totais foi realizado

da seguinte forma:

ART (mg/mL) = A 540 nm_+ 0,0589 x diluicio amostra (R?*= 0,9998)
0,7445
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3.3.4.3 Teor alcodlico

Para a analise do teor alcodlico, procedeu-se a destilacdo de 10 mL das
amostras centrifugadas em microdestilador TE-012 (Tecnal) e posteriormente
determinou-se o teor alcodlico através da densidade alcoodlica obtida em densimetro
digital DMA-45 (Anton Paar), conforme Amorim (1997). Os dados de densidade
foram transformados em g de alcool/100mL, de acordo com as tabelas de

conversao.

3.3.5 Calculo de eficiéncia fermentativa

Para calcular a eficiéncia fermentativa utilizou-se a formula baseada no calculo

estequiométrico teorico de Gay-Lussac (51,11 g de etanol/100 g de glicose) a seguir:

Eficiéncia fermentativa (%) = __Etanol / (ART jnicia.— ART fina) ~ X 100
0,511

Foram utilizados os dados de etanol, ART inicial e ART final em g/100 mL, para
cada periodo analisado durante a fermentacao, calculando-se ao final, a eficiéncia

fermentativa média (dos 4 periodos de tempo) para cada fermentacao.

3.3.6 Andlise estatistica

Os resultados dos testes fermentativos (eficiéncia fermentativa) foram
submetidos a analise de variancia, e no caso de diferenca significativa, as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando-se o

software Statistica.

3.4 Resultados e Discussao

Nas fermentacgOes realizadas com culturas puras de leveduras, pode-se verificar
gue a linhagem PE-2 apresentou uma eficiéncia fermentativa maior em substrato de
caldo de cana 16 °Brix quanto comparada com as linhagens rugosas. Comparando-

se os resultados obtidos no periodo de 12 horas, tempo geralmente utilizado pelas
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usinas para completar a fermentacgéo, a eficiéncia fermentativa da PE-2 foi o dobro
da linhagem rugosa 36 e mais que o triplo das linhagens 07 e 52 (Figura 1C). Para
os demais periodos de tempo, essa diferenca diminuiu, confirmando o resultado
obtido por REIS et al. (2013), que demonstraram em seu trabalho que as linhagens
rugosas de S. cerevisiae possuem velocidade mais lenta de fermentacéo.

O teor alcodlico na fermentacdo com a linhagem PE-2 foi sempre superior ao
das demais linhagens de S. cerevisiae (as quais nao diferiram entre si), Figura 1A.
No entanto, ndo houve diferenca no teor de ART residual do caldo (o consumo foi
similar entre as linhagens estudadas, Figura 1B), o que explica a mais baixa
eficiéncia fermentativa apresentada pelas linhagens rugosas. Com excecdo da
linhagem rugosa 07, as demais linhagens rugosas (36 e 52) apresentaram aumento
no numero de UFC ao longo do tempo, enquanto a linhagem PE-2 s6 teve aumento
do nimero de UFC em 48 horas (Figura 1D).

Nas fermentagbes realizadas com a levedura PE-2 contaminadas com as
linhagens rugosas ou L. fermentum, verificou-se o impacto negativo das

contaminac¢des na producao de etanol.
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Figura 1 - Teor alcoolico (g/100 mL), ART residual (g/100 mL), eficiéncia fermentativa (%) e
namero de leveduras (UFC/mL) nas fermenta¢gdes com culturas puras das
linhagens de S. cerevisiae PE-2, e rugosas (07, 36 e 52) em meio de caldo de
cana 16 ° Brix, pH 4,5, em ciclo unico de fermentacdo, durante 48 horas, a 30 °C

Nas primeiras 12 horas com mosto de caldo de cana 16 °Brix, observou-se uma
eficiéncia de 94,7 % com a levedura PE-2 (Figura 1C) e nas mesmas condi¢cdes,
introduzindo o micro-organismo contaminante, essa eficiéncia caiu para 60% quando
se inoculou a levedura rugosa 07, 40% com a rugosa 36, 30% com o L. fermentum e
20% com a rugosa 52. Ao longo de 48 horas de fermentacdo, a eficiéncia
fermentativa nas fermentacdes contaminadas ndo atingiu os valores obtidos na

fermentacao conduzida com a cultura pura de PE-2 (Figura 1C e 2C).
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Figura 2 - Teor alcodlico (g/100 mL), ART residual (g/100 mL) e eficiéncia fermentativa das
fermentagdes conduzidas pela linhagem de S. cerevisiae PE-2 e contaminadas
com as linhagens rugosas (07, 36 e 52) ou L. fermentum, em meio de caldo de
cana 16 ° Brix, pH 4,5 em ciclo unico de fermentacéo, durante 48 horas, a 30 °C

Em relacdo ao crescimento dos micro-organismos durante o periodo de 48
horas, pode-se observar que em todas as fermentacbes o numero de UFC do
contaminante (levedura ou bactéria) ndo superou o numero de UFC da PE-2. Cabe
ressaltar que o nimero inicial de UFC da PE-2 foi de 10® UFC/mL enquanto para os
contaminantes foi de ~10° UFC/mL. Tanto a levedura do processo quanto o
contaminante apresentaram aumento no numero de UFC ao longo do tempo
(Figuras 3A e 3B), com algumas variagbes, porém para a levedura rugosa 52 o
namero final de UFC em 48 horas foi igual ao inicial (Figura 3C). Houve crescimento

também da bactéria L. fermentum na fermentacdo com a levedura PE-2 (Figura 3D).
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Figura 3 - Numero de micro-organismos (UFC/mL) nas fermenta¢fes conduzidas pela
linhagem S. cerevisiae PE-2 e contaminadas com as linhagens rugosas (7, 36 e
52) ou L. fermentum em meio de caldo de cana 16 °Brix, pH 4,5 em ciclo Unico de
fermentagéo, durante 48 horas, a 30 °C

A Figura 4 demonstra os resultados das fermenta¢des contaminadas com dois
micro-organismos, a levedura rugosa e a L. fermentum (PE-2 + 36 + L. fermentum;
PE-2 + 07 + L. fermentum; PE-2 + 52 + L. fermentum) em mosto de caldo.
Comparando com a fermentagdo em que somente a levedura rugosa foi inoculada
como contaminante (Figura 2), a introducdo da bactéria no processo trouxe uma
gueda ainda maior na producdo de etanol. Houve uma queda de cerca de 10%
guando a bactéria foi inoculada com a linhagem rugosa 7 ou 52; e de cerca de 40%
quando foi inoculada com a linhagem 36, em 48 horas de fermentacdo (Figura 2A e
4A).
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Figura 4 - Teor alcodlico (g/100 mL), ART residual (g/100 mL) e eficiéncia fermentativa das
fermentagdes conduzidas pela linhagem de S. cerevisiae PE-2 e contaminadas
com as linhagens rugosas (07, 36 e 52) e L. fermentum, em meio de caldo de
cana 16 °Brix, pH 4,5 em ciclo uUnico de fermentacéo, durante 48 horas, a 30 °C

Em 12 horas de fermentacdo, quando adicionado L. fermentum, a eficiéncia
fermentativa caiu de 60 para 40% gquando inoculada também a levedura rugosa 07,
de 40 para 30% com a levedura rugosa 36, e subiu de 20 para 40% com a levedura
52. Apés 12 horas, a eficiéncia aumentou para cerca de 60% para as fermentacdes
contaminadas com as leveduras rugosas 7 e 52, enquanto com a levedura rugosa
36, a eficiéncia permaneceu por volta de 30%. Ao final de 48 horas, ndo ha
diferencas na eficiéncia comparando-se as fermentagbes contaminadas com as
leveduras rugosas, na presenca ou auséncia da bactéria (Figura 4C).

A Figura 5 mostra o niumero de micro-organismos (UFC/ mL) ao longo de 48
horas de fermentacao e pode-se observar que em todas as fermentagdes, a variagao
no numero de UFC da levedura PE-2 foi menor do que a variagdo no numero de
UFC dos contaminantes, comparando-se 0 e 48 horas de fermentacao.

A Figura 6 traz os resultados da eficiéncia fermentativa meédia (%) para todas as
fermentacdes dispostas de forma comparativa com a fermentagcdo conduzida

unicamente com a levedura do processo (PE-2) para mosto de caldo. Verificou-se
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gue a contaminacdo com as linhagens rugosas (07, 36 e 52) ocasionou um
decréscimo significativo na eficiéncia fermentativa (Figuras 6A, 6B e 6C). Efeito
semelhante foi verificado quando a fermentacéo foi contaminada com a bactéria L.
fermentum. O efeito da contaminacdo com a linhagem rugosa e bactéria foi evidente
guando se utilizou a linhagem rugosa 36, cuja fermentacdo apresentou uma
eficiéncia fermentativa inferior as outras combina¢des (Figura 6B). Ocorreu uma
potencializacdo do efeito adverso da contaminacédo pela rugosa quando a bactéria

foi introduzida na fermentacéo.

Ndmero de Micro-organismos (UFC/mL) Namero de Micro-organismos (UFC/mL)

1E+10 1E+10
1E+08 1E+08
1E+06 1E+00
1E+02

, 1E400
1E+00 0 horas 12horas  24horas  36horas 48 horas

Ohoras  12horas  24horas  36horas 48 horas
Tempo (h)
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1E+10

1E+08
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1E402
1E+00

Ohoras 12 horas 24 horas 36 horas 48 horas
Tempo (h)

sPE w52 w L fermentum

Figura 5 - Numero de micro-organismos (UFC/mL) nas fermenta¢gfes conduzidas pela
linhagem S. cerevisiae PE-2 e contaminadas com as linhagens rugosas (7, 36 e
52) e L. fermentum em meio de caldo de cana 16 °Brix, pH 4,5 em ciclo Unico de
fermentagéo, durante 48 horas, a 30 °C
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Figura 6 - Eficiéncia fermentativa média (%) das fermentagfes conduzidas pelas linhagens
de S. cerevisiae (PE-2 e ou leveduras rugosas 07, 36 e 52), contaminadas ou néo
com L. fermentum, em meio de caldo de cana 16 °Brix, pH 4,5 em ciclo Unico de
fermentacgéo, durante 48 horas, a 30 °C. Letras diferentes sobre as barras indicam
diferenca significativa a 5% pelo teste de Tukey a 5%

Foram também realizadas fermentacdes de ciclo Unico conduzidas pela levedura
PE-2 contaminadas com leveduras rugosas e ou L. fermentum utilizando mosto de
melaco. Pode-se destacar que nesse substrato, a eficiéncia fermentativa decaiu
bastante para a linhagem PE-2 quando comparada com mosto de caldo de cana
(94,7%, Figura 1C), sendo de 33,4% nas primeiras 12 horas (Figura 7C). Isso pode
ser justificado devido a varios compostos presentes em mostos a partir de melaco
(compostos fendlicos) que apresentam acdo antimicrobiana, e podem afetar o
desempenho das leveduras (TOSETO, 2008).

O’Connor e Rubino (1991) relataram que o fenol e seus derivados apresentam
diversos tipos de acao bactericida. Em altas concentracbes, estes compostos
penetram e rompem a parede celular, precipitando as proteinas celulares.
Entretanto, em baixas concentracdes, os fenois e seus derivados inativam o sistema
de enzimas essenciais. Martin e Jonsson (2003) compararam a resisténcia de onze

cepas (industrial e laboratorio) de Saccharomyces e Zygosaccharomyces a
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inibidores da fermentagdo utilizando hidrolisados lignocelulosicos. Os autores
prepararam um coquetel inibidor, em diferentes concentra¢des, contendo dois acidos
alifaticos, dois formaldeidos e dois compostos fendlicos. Concluiram que dentro de
uma mesma espécie, existe uma cepa que era mais resistente ao coquetel inibidor,
tendo uma reducdo no rendimento em etanol de 10% em presenca do coquetel
inibidor na concentracdo de 100%, enquanto que a cepa mais sensivel ndo produziu
etanol na presenca de 25% do coquetel inibidor. No entanto, as linhagens rugosas
(07, 36 e 52) apresentaram eficiéncia fermentativa similar em ambos os substratos
(Figura 1C e 7C).

Verificou-se também que as linhagens de leveduras cresceram mais em melaco
gue em caldo, com excec¢éo da linhagem rugosa 52 (Figuras 1D e 7D). O consumo
de ART foi mais rapido em melaco que em caldo para todas as linhagens (Figura
7B). Este resultado pode sugerir que o melago, por possuir maior teor de agucar
redutor — glicose e frutose - que o caldo (Tabela 1), proporcione maior crescimento
(aumento no numero de UFC) em detrimento a fermentacdo, o que acaba
influenciando a eficiéncia fermentativa.

Quando o substrato utilizado foi o melagco, ndo houve diferenca entre as
fermentagcdes conduzidas pela levedura PE-2 e contaminadas ou n&o com as
leveduras rugosas, com valores préximos a 50% de eficiéncia. Quando a
contaminagao foi com L. fermentum, a eficiéncia fermentativa foi inferior (Figura 8C).
Com estes resultados, pode-se verificar que o substrato pode influenciar o
desenvolvimento das contaminagdes, uma vez que houve diferenca nos resultados
da fermentacdo n&do contaminada entre caldo e melago, apresentando valores
menores de teor alcodlico em melaco. A eficiéncia fermentativa das fermentacdes

contaminadas foi menor em melago que em caldo (Figura 8C).
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Figura 7 - Teor alcodlico (g/100 mL), ART residual (g/100 mL), eficiéncia fermentativa (%) e

namero de leveduras (UFC/mL) nas fermentagces com culturas puras das
linhagens de S. cerevisiae PE-2, e rugosas (07, 36 e 52) em meio de melaco 16
°Brix, pH 4,5, em ciclo Unico de fermentacao, durante 48 horas, a 30 °C



56

Teor Alcodlico (g/100mL) ART Residual (g/100mL)
6,0 16 =
50 14 "
: 12
40 10 \
3.0 : :
2,0 6
1.0

- T
0,0 34 -
Oh 12h 24h 36h 48h Oh 12h 24h 36h 43h
Tempo (h) Tempo (h)
Eficiéncia (%)
100
80

&0 2
40 >
20

12h 24h 36h 48h
Tempo (h)

Figura 8 - Teor alcodlico (g/100 mL), ART residual (g/100 mL) e eficiéncia fermentativa das
fermentagdes conduzidas pela linhagem de S. cerevisiae PE-2 e contaminadas
com as linhagens rugosas (07, 36 e 52) ou L. fermentum, em meio de melago 16
°Brix, pH 4,5 em ciclo Unico de fermentacao, durante 48 horas, a 30 °C

Os resultados dos plagueamentos se encontram na Figura 9. De uma forma
geral, as leveduras cresceram bem em substrato de melago, destacando-se também
a bactéria L. fermentum, a qual apresentou maior crescimento em melaco que em

caldo de cana (Figura 3D).
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Figura 9 - Namero de micro-organismos (UFC/mL) nas fermenta¢des conduzidas pela
linhagem S. cerevisiae PE-2 e contaminadas com as linhagens rugosas (7, 36 e
52) ou L. fermentum em meio de melaco 16 °Brix, pH 4,5 em ciclo unico de
fermentacédo, durante 48 horas, a 30 °C

A Figura 10 demonstra os resultados das fermentagdes contaminadas com dois
micro-organismos, a levedura rugosa e a L. fermentum (PE-2 + 36 + L. fermentum;
PE-2 + 07 + L. fermentum; PE-2 + 52 + L. fermentum) em mosto de melaco. N&o ha
diferencas na producédo de alcool e eficiéncia fermentativa entre as fermentacoes
contaminadas com as leveduras rugosas e L. fermentum, ao final de 48 horas de
fermentacdo. Com a levedura 36, a producdo de etanol foi mais lenta, mas néo
houve diferenca ao final do tempo de fermentagdo em relacdo as demais
fermentacdes (Figura 10C).

Quanto ao crescimento (Figura 11), ndo houve diferenca no crescimento das
leveduras e bactéria em caldo e melago. Todas as linhagens de micro-organismos
cresceram durante as 48 horas de fermentacdo, destacando-se a bactéria L.

fermentum, a qual cresceu mais em melaco que em caldo (Figura 5D e 11D).
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Figura 10 - Teor alcodlico (g/100 mL), ART residual (g/100 mL) e eficiéncia fermentativa das

fermentagfes conduzidas pela linhagem de S. cerevisiae PE-2 e contaminadas
com as linhagens rugosas (07, 36 e 52) e L. fermentum, em meio de melaco 16 °
Brix, pH 4,5 em ciclo unico de fermentacéo, durante 48 horas, a 30 °C
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Figura 11 - Numero de micro-organismos (UFC/mL) nas fermenta¢cfes conduzidas pela
linhagem S. cerevisiae PE-2 e contaminadas com as linhagens rugosas (7, 36 e
52) e L. fermentum em meio de melaco 16 °Brix, pH 4,5 em ciclo Unico de
fermentacédo, durante 48 horas, a 30 °C

N&o se verificou diferenga significativa na eficiéncia fermentativa entre as
fermentac¢des contaminadas e ndo contaminada, utilizando mosto de melago (Figura
12). A levedura do processo teve um desempenho fermentativo muito inferior em
melaco quando comparado com o caldo. Com as linhagens rugosas este efeito ndo
foi tdo significativo, de forma que as contamina¢des com leveduras rugosas e ou L.
fermentum apresentaram maior impacto sobre o rendimento fermentativo quando o
substrato foi caldo e ndo melago.

Pelos resultados obtidos verificou-se que ha um efeito diferenciado do substrato
sobre as fermentacdes quando em situacao de contaminacéo por leveduras rugosas
e ou L. fermentum. E preciso investigar a raz&o pela qual a levedura PE-2 n&o teve
um desempenho fermentativo satisfatério em melago, o que pode ser também
atribuido a quantidade e tipo de fonte de nitrogénio presente no melagco. Em caldo,

esta presente o nitrogénio amoniacal, porém, em melaco a fonte de nitrogénio
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parece néao ser esta (VASCONCELOS, 1987).
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Figura 12 - Eficiéncia fermentativa média (%) das fermentacdes conduzidas pelas linhagens
de S. cerevisiae (PE-2 e ou leveduras rugosas 07, 36 e 52), contaminadas ou
nao com L. fermentum, em meio de melaco 16 °Brix, pH 4,5 em ciclo unico de
fermentag&o, durante 48 horas, a 30 °C. Letras diferentes sobre as barras
indicam diferenca significativa a 5% pelo teste de Tukey a 5%

Quanto a bactéria L. fermentum, estudos apontaram o efeito prejudicial a
fermentacdo, reduzindo o rendimento alcodlico e a viabilidade de S. cerevisiae
(OLIVA-NETO; YOKOYA, 1994; NARENDRANATH et al., 1997; THOMAS et al.,
2001). Uma possivel explicacdo para o efeito deletério desta bactéria na
fermentacdo é o fato dela ser heterofermentativa (BASSO et al., 2014), convertendo
glicose em acido latico, etanol e gas carbdnico. No presente trabalho ndo foi
verificada a diminuicdo no numero de UFC da levedura do processo quando a
fermentacdo estava contaminada por L. fermentum. Ambas se desenvolveram
normalmente independentemente da presenca da outra. A manutencdo da
populacdo em niveis elevados, uma vez que foram utilizadas altas concentracdes
iniciais dos contaminantes (10°-10” UFC/mL), pode ter desviado acucar para outros

fins que ndo o da producédo de etanol, impactando o rendimento fermentativo.
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Os resultados obtidos em caldo e melago para cada uma das fermentacdes
realizadas, contaminadas ou ndo com as leveduras S. cerevisiae rugosas e L.
fermentum, foram dispostos de forma comparativa na Figura 13, com relacdo ao
parametro eficiéncia fermentativa. Pode-se observar que tanto a contaminagdo com
a levedura rugosa quanto com a bactéria L. fermentum teve prejuizo a fermentacao;
que o substrato teve influéncia sobre a fermentacdo e o desenvolvimento das
contaminacgdes, pois as fermentacdes contaminadas com as leveduras rugosas
tiveram eficiéncia mais alta em melago que em caldo, com excecéo da contaminacéo
com a linhagem rugosa 7; que as fermentacfes contaminadas com L. fermentum
apresentaram menor eficiéncia em melaco; e que o efeito da contaminagao conjunta
da bactéria com a levedura rugosa dependeu da linhagem de levedura rugosa
utilizada e do substrato, sendo mais prejudicial a fermentacdo a contaminag¢do da
levedura rugosa 36 associada a L. fermentum, em ambos os substratos. Dessa
forma, verificou-se que o tipo de substrato interferiu com o desenvolvimento das
contaminacgdes por leveduras rugosas associadas ou ndo a L. fermentum.
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Figura 13 - Comparacdao entre os valores de eficiéncia fermentativa média (%) obtidos nas
fermentagBes conduzidas com a levedura industrial PE-2 (circulo) e
contaminadas com as leveduras rugosas 7, 36 e 52 (quadrado) ou com a
bactéria L. fermentum (tridngulo), ou com ambas (losango), em substrato caldo
de cana (em azul) e melagco (em vermelho). Os valores de eficiéncia foram
dispostos em ordem decrescente, da esquerda para a direita
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3.5 Conclusbes

O substrato de fermentacéo, caldo de cana ou melaco, teve influéncia sobre a
fermentacdo e o desenvolvimento das contaminacfes, pois as fermentacdes
contaminadas com as leveduras rugosas tiveram eficiéncia mais alta em melago que
em caldo, com excegdo da contaminacdo com a linhagem rugosa 7. As
fermentagdes contaminadas com L. fermentum apresentaram menor eficiéncia em
melaco, e nas fermentacbes contaminadas com ambos 0s micro-organismos
(levedura rugosa e bactéria), somente verificou-se diminuicdo significativa na
eficiéncia fermentativa com a linhagem rugosa 36, em ambos o0s substratos.
Verificou-se que o tipo de substrato interferiu com o desenvolvimento das

contaminacdes por leveduras rugosas associadas ou ndo a L. fermentum.
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4 EFEITO DO TRATAMENTO CELULAR SIMPLES E COMBINADO BASEADO EM
BAIXO PH E ETANOL PARA O CONTROLE DO CRESCIMENTO DE LEVEDURAS
SELVAGENS Saccharomyces cerevisiae E DA BACTERIA Lactobacillus

fermentum

Resumo

Uma das principais preocupac¢fes na industria sucro-alcooleira € combater os
micro-organismos contaminantes, representados pelas bactérias e leveduras que se
instalam no processo e causam queda no rendimento. O objetivo desse trabalho foi
propor modificacBes no tratamento acido do fermento, realizado entre os ciclos
fermentativos na industria, para o controle do crescimento de linhagens rugosas de
Saccharomyces cerevisiae e da bactéria Lactobacillus fermentum, em comparacéo
com a levedura S. cerevisiae do processo (PE-2). Foram avaliados a adicdo de
etanol a solucdo acida (pH 2,0), o abaixamento do pH da solucdo acida e um
tratamento com metabissulfito de potassio (200 mg/L, pH 4,5) sobre o nimero de
UFC das leveduras e bactéria. Nao houve um tratamento Gnico capaz de controlar
todas as linhagens rugosas testadas. Para a linhagem rugosa 52, a adicdo de 13%
de etanol ao tratamento acido (pH 2,0), foi a melhor opcdo de controle do
crescimento. Para a levedura 07, a sugestdao foi de abaixamento do pH do
tratamento acido de 2,0 para 1,5 para o controle do crescimento da levedura rugosa.
A levedura PE-2 foi pouco afetada pelos tratamentos acima indicados, mostrando
haver um efeito seletivo do tratamento acido combinado ou ndo com etanol sobre as
linhagens rugosas. A bactéria L. fermentum teve seu crescimento afetado em todas
as condi¢cOes testadas. Nenhum dos tratamentos utilizados teve efeito sobre a
linhagem rugosa 36.

Palavras-chave: Tratamento acido; Metabissulfito; Etanol

Abstract

A major concern in the ethanol industry is fighting the contaminating
microorganisms, represented by bacteria and yeasts that are installed in the process
and cause decrease in the ethanol yield. The aim of this study was to propose
changes in the acid treatment of yeast, applied between the fermentation cycles in
the industry, to control the growth of rough strains of Saccharomyces cerevisiae and
the bacteria Lactobacillus fermentum, compared with the industrial strain of S.
cerevisiae (PE -2). The addition of ethanol to the acid solution (pH 2.0), the lowering
of the pH of the acid solution and a treatment with potassium metabisulphite (200
mg/L, pH 4.5) over the CFU of the yeasts and bacteria were evaluated. There was
not a single treatment capable of controlling the growth of all microorganisms. For the
rough yeast strain 52, adding 13% ethanol to the acid treatment (pH 2.0 was the best
option to control growth. For the rough yeast strain 7, the suggestion was the
decrease of the pH of the acid treatment from 2.0 to 1.5 to control the growth of the
rough yeast. The industrial strain PE-2 was little affected by the treatments above,
showing a selective effect of the acid treatment combined or not with ethanol over the
rough yeast strains. The bacteria L. fermentum bacteria had its growth affected in all
conditions tested. None of the treatments had effect on the rough yeast strain 36.
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4.1 Introducgao

A contaminacdo por micro-organismos € um fato comprovado na maioria das
usinas produtoras de alcool do pais, nas quais o problema pode ser agravado em
razdo do processo utilizado, que fornece as condi¢des ideais de desenvolvimento
desses micro-organismos. As pesquisas aplicadas a fermentacdo alcoolica tem se
concentrado, preferencialmente, em problemas relativos as contaminacfes
bacterianas, permanecendo as infec¢bes por leveduras selvagens (leveduras que
nao foram inoculadas na fermentacao), pouco estudadas e conhecidas.

Se para o controle da contaminacdo bacteriana é possivel a utilizacdo de
agentes antimicrobianos, o0 mesmo ndo pode ser dito em relacdo as leveduras
selvagens ou “invasoras”. As linhagens rugosas de S. cerevisiae que apresentam
pseudohifas sdo dificeis de serem manejadas quando presentes nas dornas de
fermentacdo. A procura por caracteristicas/fatores que permitam atingir somente um
dos biotipos, preservando o outro, € um trabalho dificil. Reis (2011), estudando a
resisténcia ao estresse por temperatura, pH, etanol e concentracdo de acucar, em
linhagens de S. cerevisiae que apresentam colGnias mucosas ou colonias rugosas,
verificou que as linhagens mucosas tiveram maior resisténcia a acidez do meio,
enquanto as linhagens rugosas foram mais resistentes as concentragdes elevadas
de etanol e acucar. Alteracdes na etapa do tratamento do fermento, o qual é
baseado em baixo pH, poderiam levar a um efeito seletivo sobre as linhagens
rugosas de S. cerevisiae, sem afetar consideravelmente a levedura de processo.

O objetivo principal desse trabalho foi propor alteragbes no tratamento do
fermento a fim de controlar o crescimento da levedura contaminante (linhagens
rugosas) sem afetar a levedura do processo. As alteracdes estudadas foram o
abaixamento do pH do tratamento acido (normalmente em torno de 2,0), a adicdo de
etanol a solucdo acida ou utilizacdo de metabissulfito de potassio em substituicdo ao

tratamento acido, dependendo da resposta apresentada pelas linhagens testadas.
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4.2 Revisdo Bibliogréfica

O potencial hidrogeniénico do meio € um fator muito importante para a producéo
etandlica, tanto para o crescimento da levedura, taxa de fermentacdo e formacao de
produtos, quanto para o controle da contaminacdo bacteriana (ALVES, 1994). As
bactérias sdo menos resistentes ao pH baixo e tem menor velocidade de
crescimento que as leveduras em tal situacdo. Ceballos-Schiavone (2009) realizou
testes com diferentes valores de pH (2,5 e 6,0) e concentracdes de etanol (15, 20,
25, 30 e 35%) com o intuito de controlar diferentes espécies de Lactobacillus,
verificando que essas bactérias se mostraram sensiveis as concentracdes
superiores a 20% (v/v) de etanol, ndo sendo observado efeitos negativos sobre as
células de leveduras quando utilizadas as concentracdes de 20 a 25% (v/v). Em pH
2,5, concentracdo de 20% v/v e 90 minutos de tratamento, a contagem da bactéria
foi proxima de zero (36 UFC/mL), chegando a zero em 120 minutos. Para o pH 6,0,
os valores de contagem chegaram préoximo de zero (0,77 UFC/mL) em concentragcao
de 25% v/v no tempo de 90 minutos, também chegando a zero a 120 minutos.

Enquanto que para as bactérias laticas o pH ideal € na faixa de 6,0, a levedura
S. cerevisiae apresenta um bom rendimento na producédo alcodlica em pH acima de
3,8 (KANDLER; WEISS, 1986). A compreensao do efeito inibitério de varios agentes,
como pH, etanol e sulfito no metabolismo de S. cerevisiae durante a fermentacéo
etandlica é extremamente necessario para melhorar a tecnologia de producéo.
Também se faz importante entender como esses fatores inibidores afetam o
metabolismo dessa linhagem sinergisticamente, ja que isso ocorre em escala
industrial. O pH e a acidez podem afetar a bomba de prétons e outras funcbes
celulares, tais como a absorcéo de nutrientes. O sulfito pode ter um efeito inibitorio
sobre o metabolismo de consumo de acucar e o etanol, pode tornar-se toxico para a
célula de levedura (OLIVA-NETO et al., 2013).

Segundo Cooney (1981), as linhagens de S. cerevisiae toleram ampla variacéo
de pH, crescendo entre os limites de 2,5 a 8,5. O valor 6timo de pH para essa
levedura aproxima-se de 4,5. O pH interno das células de S. cerevisiae mostra-se
relativamente independente do pH externo, mantendo-se entre 5,8 e 6,3, mesmo
guando o pH do meio varia entre 3,0 a 7,0 (JONES; PAMMENT; GREENFIELD,
1981). Segundo Souza, Tropia e Branddo (2001), a enzima H+-ATPase da

membrana plasmatica de S. cerevisiae controla um importante processo fisiolégico.
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Por meio da bomba de prétons, tal enzima regula o pH intracelular e promove a forga
motora para a absorcao de nutriente. Uma caracteristica marcante desta enzima é o
fato desta ser ativada em presenca de glicose, causando acidificacdo interna e
aumentando o nivel de sua atividade em células de leveduras (BECHER DOS
PASSOS et al., 1992; SOUZA; TROPIA; BRANDAO, 2001). A levedura para evitar
gue seu meio interno se torne muito acido, libera H+ para o0 meio externo através da
ativacdo de H+ -ATPase, além de absorver K+ e aminoacidos basicos, excretar
acidos organicos e liberar gas carbénico (COOTE; KIRSOP, 1976). A H+ -ATPase
plasméatica sofre alteracdes conformacionais em fungdo do H+ (BLANPAIN et al.,
1992), assim, em pH igual a 4,0 a atividade da enzima é triplicada, dobrando a
afinidade por ATP, porém sem causar mudancas no pH 6timo, 6,0 (ERASO;
GANCEDO, 1987).

O sulfito de sédio no processo industrial € incorporado ao melago-de-cana na
faixa de 200 a 700 mg/L (OLIVA-NETO; YOKOYA, 2001), formando algumas vezes
mostos com até 300 mg SO,/L, especialmente quando envolve a presenca de caldo
sulfitado da fabrica de acucar. O tratamento com sulfito € a maneira mais comum de
prevenir a deterioracdo do mosto de uva na vinificacdo, pois a levedura S. cerevisiae
€ particularmente resistente a esta substancia. O metabissulfito de potassio (MBP) é
um aditivo comum utilizado na indastria de alimentos, sendo que em solucdes
aguosas, ocorre um equilibrio complexo de acordo com a sua concentragdo, pH e
temperatura (FAVERO; RIBEIRO; AQUINO, 2011). Segundo a literatura, o diéxido
de enxofre € uma substancia muito reativa e sua acao inibitéria esta diretamente
relacionada com o pH, jA que se caracteriza por duas constantes de dissociacao.
Entre os valores de pH mais baixos, coexistem as formas bissulfito (HSO™) e diéxido
de enxofre (SO;), com pK1 = 1,77, enquanto entre valores de pH 5,0 e 9,0, ha uma
composicédo mista de bissulfito e sulfito (SO32), sendo o pK2 = 6,9. Uma vez que o
pH da fermentacdo € baixo, na faixa acida, parte do sulfito encontra-se na forma
mais téxica (SO;) na auséncia de oxigénio. O SO, é transportado para o interior da
célula, entretanto, converte-se nas outras duas formas, devido o ambiente interno
ser caracterizado por valor de pH proximo a 6 (CARR; PATRICIA; SPARKS, 1976;
CARTWRIGHT, 1989).

Bassi et al. (2015) avaliaram o efeito da adicdo de metabissulfito de potassio
sobre S. cerevisiae e Dekkera bruxellensis no processo fermentativo durante a

fermentacdo em reciclos fermentativos. Adicionando-se 250 mg/L de metabissulfito
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na fermentacdo, houve um controle do crescimento de D. bruxellensis quando
comparado com a populacdo de D. bruxellensis em co-cultura sem a adi¢cdo do
produto, onde ocorreu um aumento significativo de 100 vezes nos dois ultimos ciclos
de 12 horas de fermentacéo.

O etanol pode tornar-se toxico para a célula de levedura (GHOOSE; TYAGI,
1979; BEAVEN; CHARPENTIER; ROSE, 1982). A tolerancia a altas concentragbes
de etanol é dependente da linhagem, sendo que para a maioria das linhagens
tolerantes, a concentracdo maxima de etanol que permite o crescimento € de 10%
p/v (JONES; PAMMENT; GREENFIELD, 1981). Segundo Zech; Gorisch (1995), a
invertase de S. cerevisiae sofre inativacdo de até 100% quando submetida a altas
concentracfes de alcool (acima de 8% v/v).

O lugar de acéo do etanol é na parte fosfolipidica das membranas, onde se liga
no interior hidrofébico causando enrijecimento, e conseqientemente, acarretando
distarbios dos sistemas de transportes (LOUREIRO-DIAS; PEINADO, 1982). Além
disso, diminui a capacidade de seletividade da membrana plasmatica, permitindo a
saida de constituintes celulares e a entrada passiva de proétons, reduzindo assim, o
potencial de membrana e por fim interferindo em todos os sistemas que requeiram
forca protomotiva. Tal descontrole celular acaba resultando em deficiéncias
nutricionais, o que intensifica a inibicdo alcodlica (INGRAM, 1985). Bassi et al.
(2013) testaram um tratamento combinado pH 2,0 e 13% etanol no controle de
Dekkera bruxelensis e concluiram que o tratamento ndo afetava a levedura PE-2,
mas significativamente inibia o desenvolvimento da levedura contaminante.

Verificar o efeito do baixo pH associado ou ndo com etanol e o efeito do
metabissulfito de potassio sobre as linhagens rugosas de S. cerevisiae e bactéria L.
fermentum, € portanto, o objetivo principal desse trabalho, procurando modificar a
etapa do tratamento celular realizado entre os ciclos de fermentacédo visando o
controle do crescimento dos contaminantes e o minimo efeito sobre a levedura do

processo.
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4.3 Material e Métodos

4.3.1 Micro-organismos

Foram utilizadas as seguintes linhagens de S. cerevisiae: PE-2 como levedura
de processo, e as linhagens rugosas 07, 36 e 52 (CCT7789, CCT7788 e CCT7787,
respectivamente) além da linhagem da bactéria L. fermentum CCT5852
(ATCC 19255). As linhagens pertencem ao banco de culturas do Laboratério de
Microbiologia Agricola e Molecular (LAMAM), CCA/UFSCar — Campus de Araras.

4.3.2 Preparo do in6culo

O indculo foi preparado da seguinte forma: em erlenmeyer de 125 mL contendo
50 mL de meio de multiplicacdo (caldo de cana 4° Brix), foram colocadas duas
alcadas dos micro-organismos separadamente. Os frascos foram levados ao
agitador a 30°C e 160 rpm por 12 horas. Em seguida, o material foi centrifugado por
cinco minutos a 3400 rpm, o sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas
uma vez com agua destilada estéril. Ap6s a lavagem, as células foram
ressuspendidas em agua e foi realizada a quantificacdo através da densidade o6tica
em espectrofotbmetro com comprimento de onda de 600 nm, utilizando-se uma
curva padrao correlacionando UFC/mL X Absorbéncia para cada micro-organismo,
padronizando-se em ~10%-10° UFC/mL (Anexo 1).

4.3.3 Tratamento celular baseado em baixo pH

Um volume de 5 mL de massa celular foi ressuspendido em solucdo de acido
sulfurico esterilizada (pH 1,0, 1,5 ou 2,0), em um volume final de 50 mL em
erlenmeyers de 125 mL. Os frascos (em duplicata) foram levados ao agitador a 30
°C, 160 rpm por 2 horas. Em seguida as células foram separadas da solucdo acida
por centrifugacao, lavadas com agua destilada estéril duas vezes e inoculadas em
meio de caldo de cana 4 °Brix, incubacédo a 30 °C e 160 rpm por 8 horas.

Foram retiradas amostras da massa celular antes e ap6s o tratamento das
células, e 8 horas ap0s a inoculacao das células tratadas em meio de caldo de cana.

As células foram lavadas em agua destilada e a analise da viabilidade celular foi
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realizada por plaqueamento das amostras em meio YPD para a contagem de S.
cerevisiae (distinguindo entre coldénias mucosas e rugosas) e meio MRS para L.
fermentum. As placas foram incubadas a 30 °C por 72 horas (leveduras) e 35 °C por
72 horas (bactéria), para contagem do numero de UFC/mL.

A solucao é&cida foi preparada adicionando-se acido sulfarico a agua destilada
até obtencao do pH desejado, monitorando-se os valores de pH em pH-metro digital.
Em seguida, um volume de 45 mL da solucao foi transferido para erlenmeyers de
125 mL, sendo a seguir esterilizados em autoclave.

Os experimentos foram realizados com as culturas puras das leveduras S.

cerevisiae e da bactéria L. fermentum.

4.3.4 Tratamento celular combinado (baixo pH + etanol)

O mesmo procedimento foi repetido para cada micro-organismo separadamente,
porém utilizando-se solug¢do de &cido sulfarico pH 2,0 acrescido de 13%, 15% ou
17% de etanol (v/v).

Em sequéncia, repetiu-se o0 mesmo procedimento com solucéo acida pH 2,0 +
13% etanol (v/v), porém em 5 ciclos sucessivos de tratamento e recuperacdo em
meio de caldo de cana. Para este teste foram utilizadas as linhagens PE-2, rugosas
e L. fermentum em co-culturas, na proporcédo de 1:1:1 (v/v/v).

Para as linhagens rugosas 07 e 36, foram também realizados experimentos com
solucéo acida pH 1,5 + 13% de etanol (v/v), em 5 ciclos sucessivos de tratamento e
recuperacdo em meio de caldo de cana, com co-culturas (PE + rugosa + bactéria).

A retirada das amostras e a analise de viabilidade celular foram realizadas

conforme descrito no item anterior.

4.3.5 Tratamento celular com metabissulfito de potassio

Um volume de 5 mL de massa celular foi ressuspendido em solucao esterilizada
de metabissulfito de potassio em concentragédo final de 200 mg/L, em um volume
final de 50 mL em erlenmeyers de 125 mL. Os frascos (em duplicata) foram levados
ao agitador a 30 °C, 160 rpm por 2 horas. Em seguida as células foram separadas
da solucdo de metabissulfito por centrifugagéo, lavadas com agua destilada estéril

duas vezes e inoculadas em meio de caldo de cana 4 °Brix, incubacgéo a 30°C e 160
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rpom por 8 horas, em 5 ciclos sucessivos de tratamento e recuperagdo em meio de
caldo de cana.

Para este teste foi utilizada a co-cultura das linhagens PE-2, rugosa 36 e L.
fermentum, na proporgéo de 1:1:1 (V/iV/V).

A retirada das amostras e a andlise de viabilidade celular foram realizadas
conforme descrito no item anterior.

A solucdo de metabissulfito de potassio foi preparada pesando-se 0,5 g do
produto e acrescentando-se 10 mL de agua destilada estéril (pH 4,5). Essa solucao
foi esterilizada em filtro seringa com membrana de porosidade 0,45 um, e adicionada
a 90 mL de agua destilada estéril (pH 4,5), com concentracéo final de 5000 mg/L de
metabissulfito de potassio. Um volume de 2 mL dessa solucdo estoque foi
adicionada a 43 mL de &gua destilada estéril (pH 4,5), constituindo a solucédo de
tratamento das células (concentracéo final de 200 mg/L em um volume final de 50
mL, apds adicdo da massa celular).

4.3.6 Andlise estatistica

Os resultados de cada teste, para cada levedura, foram submetidos a anélise de
variancia (ANOVA) e no caso de diferenca significativa, as meédias foram
comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando-se o
software Statistica. Foram comparados os resultados do numero de UFC/mL
(transformados em logip) antes e depois do tratamento celular e depois de 8 horas

de crescimento em caldo de cana, nos experimentos de ciclo Unico.

4.4 Resultados e Discussao

Os resultados dos testes realizados em trés diferentes valores de pH estéo
apresentados na Figura 1. Em pH 2,0, o qual € normalmente utilizado na inddstria
para o tratamento do fermento, nenhuma das linhagens de leveduras teve o
crescimento afetado, mostrando aumento significativo no nimero de UFC ao final do
periodo de recuperagdo em caldo de cana, por 8 horas (Figuras 1C, 1F, 1l e 1L). A
bactéria L. fermentum teve diminuicdo significativa no nimero de UFC apos o
tratamento celular em pH 2,0, apresentando aumento apds o crescimento em caldo

de cana, porém nao houve recuperacdo do namero inicial de UFC (Figura 10).
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Figura 1 - Numero de UFC/mL de linhagens de S. cerevisiae PE-2, rugosas (07, 36 e 52), e
da bactéria L. fermentum, submetidas ao tratamento com solug&o de &acido
sulfarico em diferentes valores de pH (1,0, 1,5 e 2,0), a 30 °c, por 2 horas, a 160
rpm. A andlise do niumero de colbnias foi realizada antes do tratamento acido,
depois do tratamento acido e ap0s 8 horas de incubacéo das células tratadas
em meio de caldo de cana 4 °Brix, a 30 °C, 160 rpm. Letras diferentes sobre as
barras indicam diferenca significativa a 5% pelo teste de Tukey

Em pH 1,5, as linhagens rugosas ndo apresentaram diminuicdo significativa no
namero de UFC apds o tratamento, no entanto, ndo houve aumento no nimero de
UFC apo6s o crescimento em caldo de cana, como aconteceu no tratamento com pH
2,0 (Figuras 1B, 1E, 1H e 1K) . Com L. fermentum, nédo foi possivel obter contagem
de UFC ap06s o tratamento celular em pH 1,5, mas houve contagem apos o periodo
de crescimento em caldo de cana (Figura 1N). Provavelmente o tratamento acido
com pH 1,5 levou as células de L. fermentum ao estado de VNBC (Viable but not
culturable), o qual € normalmente descrito para micro-organismos em situacao de
estresse (como elevada concentracdo osmotica, falta de nutrientes e temperatura
elevada). Nessas situacdes a célula perde a culturabilidade, mas permanece viavel e
potencialmente capaz de crescer novamente em meio sem o fator estressante
(OLIVER, 2005).

O tratamento celular em pH 1,0 diminuiu significativamente o niumero de UFC

das linhagens rugosas, mas néo afetou a viabilidade da levedura PE-2. O nimero de
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UFC ao final do periodo de 8 horas de crescimento em caldo de cana ndo foi
significativamente semelhante ao nimero de UFC inicial para as leveduras rugosas
(Figuras 1A, 1D, 1G e 1J). Nesse valor de pH, as células de L. fermentum perderam
completamente a viabilidade (Figura 1M).

Em resumo, o decréscimo do pH de 2,0 para 1,0 durante o tratamento celular
realizado entre os ciclos fermentativos poderia ser utilizado para controlar o
crescimento das linhagens rugosas de S. cerevisiae sem afetar a levedura do
processo. No entanto, um valor de pH tdo baixo quanto 1,0 ndo seria viavel nas
condicdes industriais, tanto por causa do custo do acido quanto pelos efeitos
causados pelo &cido nos equipamentos. Segundo Dorta (2006), a utilizacdo de pH
muito baixo no tratamento com acido sulfdrico diminuiu a viabilidade, brotamento
celular, concentracdo de biomassa da levedura, rendimento e produtividade
etandlicos, aumentando o teor de proteina residual, agcucares residuais e a atividade
de H+ - ATPase.

Esse resultado estimulou uma investigacdo quanto a aplicacdo de um tratamento
combinado baseado em baixo pH (maior que 1,0) e etanol, por exemplo, a fim de
controlar o crescimento destas linhagens contaminantes. Desta forma, optou-se por
trabalhar com pH 2,0, que é o valor normalmente utilizado na industria, adicionando-
se concentracdes de etanol a partir de 13%. A determinacao deste valor foi baseada
em experimentos anteriores que mostraram que o tratamento combinado de pH 2,0
e 13% etanol ndo afetou a levedura PE-2, mas significativamente afetou o
desenvolvimento da levedura contaminante D. bruxellensis (BASSI et al., 2013).

Os resultados obtidos utilizando-se trés niveis de tratamentos combinados (pH
2,0 + 13% etanol, pH 2,0 + 15% etanol e pH 2,0 + 17% etanol) estdo apresentados
na Figura 2, 3 e 4, respectivamente. Utilizando-se solucdo acida pH 2,0 com 13% de
etanol, ndo se observou nenhuma diminuicdo no numero de UFC/mL apés a
aplicacdo do tratamento para todas as leveduras, apenas para a bactéria L.
fermentum (Figura 2). Este resultado também se repetiu para o tratamento acido pH
2,0 com 15% de etanol (Figura 3).

No tratamento acido pH 2,0 + 17% etanol, nenhuma das leveduras alcangou o
valor inicial de UFC ap0s a recuperagdao em caldo de cana por 8 horas (Figura 4),
influenciando significativamente a viabilidade celular

De acordo com Souza (2009), o crescimento celular de leveduras néo é inibido

em concentracdes de alcool inferiores a 26 g/L, mas é inibido totalmente quando a



76

concentracdo de &lcool atinge 68,5 g/L no meio de fermentacdo. Nos Nnossos
experimentos, além da concentracdo superior de etanol (130 a 170 g/L), ha o efeito
combinado do baixo pH, com possivel efeito sinergistico sobre as células.

O etanol ndo se concentra no interior da célula de S. cerevisiae (GUIJARRO e
LAGUNAS, 1984 apud CARTWRIGHT et al., 1989), mas sim na parte fosfolipidica
das membranas, onde se liga no interior hidrofébico causando enrijecimento, e
consequentemente, acarretando distirbios dos sistemas de transportes
(LOUREIRO-DIAS; PEINADO, 1982).
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Figura 2 - Numero de UFC/mL de linhagens de S. cerevisiae PE-2, rugosas (07, 36 e 52), e
da bactéria L. fermentum, submetidas ao tratamento com solucéo de acido
sulfarico pH 2,0 adicionada de 13% de etanol (v/v), a 30 °C, por 2 horas, a 160
rpm. A andlise do nimero de col6nias foi realizada antes do tratamento acido,
depois do tratamento acido e apds 8 horas de incubacao das células tratadas
em meio de caldo de cana 4 °Brix, a 30 °C, 160 rpm. Letras diferentes sobre as
barras indicam diferenca significativa a 5% pelo teste de Tukey

Além disso, diminui a capacidade de seletividade da membrana plasmatica,
permitindo a saida de constituintes celulares e a entrada passiva de protons,
reduzindo assim, o potencial de membrana e por fim interferindo em todos os
sistemas que requeiram forca protomotiva. Tal descontrole celular acaba resultando
em deficiéncias nutricionais, o que intensifica a inibicdo alcodlica (INGRAM, 1985).
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Figura 3 - Numero de UFC/mL de linhagens de S. cerevisiae PE-2, rugosas (07, 36 e 52), e

da bactéria L. fermentum, submetidas ao tratamento com solug&o de &cido
sulfarico pH 2,0 adicionada de 15% de etanol (v/v), a 30 °C, por 2 horas, a 160
rpm. A anélise do numero de col6nias foi realizada antes do tratamento acido,
depois do tratamento acido e apds 8 horas de incubacao das células tratadas em
meio de caldo de cana 4 °Brix, a 30 °C, 160 rpm. Letras diferentes sobre as barras
indicam diferenca significativa a 5% pelo teste de Tukey
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Figura 4 - Numero de UFC/mL de linhagens de S. cerevisiae PE-2, rugosas (07, 36 € 52), e
da bactéria L. fermentum, submetidas ao tratamento com solug&o de &cido
sulftrico pH 2,0 adicionada de 17% de etanol (v/v), a 30 °c, por 2 horas, a 160
rpm. A andlise do nimero de colbnias foi realizada antes do tratamento acido,
depois do tratamento acido e apos 8 horas de incubacéo das células tratadas
em meio de caldo de cana 4 °Brix, a 30 °C, 160 rpm. Letras diferentes sobre as
barras indicam diferenca significativa a 5% pelo teste de Tukey

O uso combinado do &cido sulftrico + etanol pode ter intensificado esses danos.
Nunes et al. (1991) verificaram que a adicdo de acido sulfurico e de bactericidas,
seja qual for a quantidade, é inadequada e inoportuna passando, entdo, a ter a
funcdo de destruidor de leveduras e enzimas. Esta adicdo causa muitas reacoes
guimicas que resultam no desequilibrio do importante sistema de enzima-substrato
no meio de fermentacéo.

Quanto a bactéria L. fermentum, ndo foram detectadas células viaveis apos o
tratamento tampouco apos o periodo de recuperacdo, mesmo no tratamento pH 2,0
+ 13% etanol (Figura 2E). Desta forma, n&o foram realizados os testes com
concentracbes maiores de etanol em solugéo acida.

Em resumo, de uma forma geral, os tratamentos utilizados tiveram o mesmo
efeito sobre as leveduras rugosas quanto sobre a levedura de processo, ou seja, 0

tratamento que teve maior influéncia sobre o crescimento das rugosas foi também o
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tratamento que mais afetou a PE-2. Em vista destes resultados, cujos experimentos
foram realizados em um Unico ciclo de tratamento-recuperagéo, seguiu-se um ensaio
em que foram avaliados cinco ciclos sucessivos de tratamento-recuperacdo, na
menor concentracdo de etanol avaliada (pH 2,0 + 13% etanol), desta vez utilizando-
se uma cultura mista dos trés micro-organismos: levedura PE-2, levedura rugosa e
bactéria L. fermentum. O crescimento de cada micro-organismo foi avaliado
separadamente por plagueamento em meios de cultura. Os resultados estdo
apresentados na Figura 5,6 e 7.

No sistema de ciclos de tratamento e recuperagdo, verificou-se um
comportamento diferenciado das linhagens rugosas em comparagdo com a linhagem
do processo. Analisando-se as Figuras 5A, 6A e 7A, verificou-se que a levedura PE-
2 nao foi afetada pelo tratamento pH 2,0 + 13% de etanol quando em cultura mista
com as linhagens rugosas 07, 36 e 52, além de L. fermentum, respectivamente.
Porém para as linhagens rugosas 07 e 36 (Figuras 5B e 6B), o resultado nédo foi tdo
eficiente como ocorreu para a linhagem rugosa 52 (Figura 7B). As linhagens 07 e 36
ao final do 5° ciclo apresentaram o0 mesmo numero de células do inicio do teste,
mostrando que o tratamento utilizado ndo conseguiu reduzir a populacdo de
leveduras rugosas. A bactéria foi totalmente controlada com este tratamento ja no
primeiro ciclo, em todas as co-culturas avaliadas (Figuras 5C, 6C e 7C). Como as
linhagens rugosas também sdo S. cerevisiae, a busca por um tratamento com acao
seletiva sobre as linhagens ndo € tarefa facil, pois este teria que controlar o
contaminante sem prejudicar a levedura de processo (PE-2).

Para a levedura rugosa 52, a partir do terceiro ciclo, o numero de UFC ficou
sempre abaixo do inicial, com um decréscimo significativo de 3 ciclos log
comparando-se o numero inicial de UFC no primeiro ciclo e ao final da recuperacao
em caldo de cana no quinto ciclo (Figura 7B). Dessa forma, o tratamento combinado
pH 2,0 + 13% etanol poderia ser utilizado para controle da levedura rugosa 52 e da
bactéria L. fermentum, sem prejuizo a levedura do processo.

Em trabalhos realizados por Bassi et al. (2013), utilizando o0 mesmo tratamento
celular para uma linhagem de D. bruxellensis em condicbes de crescimento e
fermentacdo, foi obtido um decréscimo significativo na viabilidade celular desse
contaminante, enquanto a levedura PE-2 foi ligeiramente afetada.

Della Bianca et al. (2013) avaliaram a cinética de crescimento da linhagem PE-

2 e da levedura de panificacdo, incubando-as em pH 1,5 e observando uma
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sobrevivéncia maior da linhagem PE-2, indicando que a lavagem com &cido
sulfdrico exerce uma presséo seletiva sobre os micro-organismos ali presentes.

Foi realizado um novo teste de tratamento celular utilizando-se pH 1,5 + 13%
etanol com a finalidade de controlar o crescimento das linhagens rugosas 07 e 36,
que nao apresentaram decréscimo no numero de UFC/mL no tratamento pH 2,0 +
13% etanol. Tanto a levedura de processo (PE-2) quanto as leveduras rugosas (07 e
36) ndo suportaram este tratamento, sendo que apos o 2° ciclo de tratamento, todas
as leveduras estavam mortas (dados nao apresentados).

Sendo assim, optou-se por realizar outro teste com pH 1,5, sem adic&o de etanol
e com 5 ciclos de tratamento para as leveduras rugosa 07 e 36. Embora o
tratamento acido com pH 1,5 ndo tenha tido efeito significativo sobre a reducéo do
namero de UFC das leveduras rugosas (Figura 1E e 1H) com um ciclo de
tratamento, havia a possibilidade de que 5 ciclos de tratamento poderiam resultar no
controle do crescimento das leveduras 07 e 36. Os resultados destes testes

encontram-se nas Figuras 8 e 9.
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acido sulfarico (pH 2,0) e etanol (13% v/v), a 30 °C, por 2 horas, a 160 rpm, com a
cultura mista de S. cerevisiae PE-2 + rugosa 07 + L. fermentum. Legenda: inicial:
contagem de colbnias antes do tratamento; Final: contagem de colbnias apos o
tratamento; Recuperacao: contagem de coldnias apos 8 horas de incubagéo das
células tratadas em meio caldo de cana 4 ° Brix, incubac&o a 30 °C, 160 rpm



83

PE-2
]
_é' 1.0 =00 A
é 1.0 =08
E 1,06 =07
% 1,00 5185
106405
e
1,0 <04
; 1,008
1,08 502
1,000
L, <00 ———— - - - -
HEE I I R
- é‘ E i £
3 4 E &
Ao Clcko Ao Chrko A Chhn A Cickn SinCin
Rugosa 36
100430
£ 108409
91.05‘00
gme-ov
Ei.ﬁE‘O‘J
- 10E+05
10E+04
§1.0E'0'3
10E 02
10801
10E+CO .
.Eg%EEEEﬁEEgEEi
2 3
i i S E a
1o Cioa 20 Cidlo 3a Chklo 4o Culo o Clo
L. fermentum
- V0E+30
;f; 1.0E+09 C
‘_E 1.0E+08
E 1007
E 108400
) 1.0E+06
o 1.0E04
g 1OE402
1.0E+02
1.0E+01
1A B - -} T = - 'E - " 2 B 'E =
aaggtgg“gzugz g
taCido 2o0.Cilo 3aCldo 4o0.Cizlo SaCido

Figura 6 - Numero de UFC/mL durante os ciclos sucessivos de tratamento com solucdo de
acido sulfarico (pH 2,0) e etanol (13% v/v), a 30 °C, por 2 horas, a 160 rpm, com
a cultura mista de S. cerevisiae PE-2 + rugosa 36 + L. fermentum. Legenda:
inicial: contagem de coldnias antes do tratamento; Final: contagem de coldnias
apos o tratamento; Recuperacédo: contagem de colénias apés 8 horas de
incubacéo das células tratadas em meio caldo de cana 4° Brix, incubac&o a 30°C,
160 rpm



84

PE-2

1OE+10 A

poais
3552 i

10E+08
10E+07
faCxlo 20.Cloio 3o.Cido 4o Ciklo GoCido

10E+00
1.0E+0%
10E+04 -
10203
108402
10E+01
1.0E+00

Numaro S, comavwane (UFCmL |

RIERIN 2 vt £ 6 Pyt UE rast U Thes
Fro; (OAE——E—)
(LRIt ————————————]
vt N O e )
Recapen:o: M
Frol ISR
LORROTORRR 1 s s —ns )
L ______]
Vo) N T
Rexcara:o: (NG

Rugosa 52

1.08+10 B

1.0€-08
5
v

1.0z+08
1.0E+07
1o.Cels 2o.Cido 3eCila 4o Cide SaCide

1.0E+06
1.0€+05
LOEW04 -
1.0E+03
1.0E402
1.0E«1
t.0E+00

Nemare S. campwalae (UFCmL)

N ATESNITEITIE
o @SN
Rocgaan
Iy IRy
Fr, (NSmayNsyws—ry—
Reaparocio [N
Mua S e e Fwe
Rexgparo;d IS
oy T
Fro (TETLESEE
Recgws;o> I
e -— |

Fro
Recpangio NN

L. fermentum

108430
1.0€+09 C
1.0E+08
10«07
108400
1.0E+06
1.0E+04
10402
1.0E+02
1.0E+01
1.08400

Mumeco da L. farmadtun (UFClal)

Indal
Fina!

Indal
Finay
k0

Incial
Fral

A4

i

taCido 2o0.Ciklo 3aCido 4o0.Cidlo SaCido

Indal

Fral
Recuperacio
Recupeen;io
Recuperngio
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inicial: contagem de colbnias antes do tratamento; Final: contagem de colbnias
apos o tratamento; Recuperagdo: contagem de colbnias apés 8 horas de
incubacao das células tratadas em meio caldo de cana 4° Brix, incubac&o a 30°C,
160 rpm



_ 1.0E+10
E 1.0E+08
& 1.0E+00
£ 1.0E407
2 1.0E.08
B 1.0es0s
3 1.0E+«D4
e 10«03
= 1 0Ee02

1.0E+01

1.0E+00

1,064+10

=
5 106400

= 4, 0E+08
1,0E+07

g 1.0E+00

i

%‘ 1,0E+08

= 1,0e+04
1.0ev03
1,002
101001
1.06+00

1,0E+10
1,0E+09
1,0E+08
1,0E407
1,0E+06
1.0E+05
1,0E+04
1.0E+03
1,0E+02
1,0E+01
1.0E400

Namero de L ferrment (UFCImL)

PE-2

rrn CECIERCSERCSRETY
Fra SO s s s
Recuperaso I
g
Fea @R Ay R
Recuzers:d
r s HeSSmeseTE
Fra TS
Recugeracho I

1o Ciclo 20 Crxlo S0 Cria
Rugosa 07

-3 383K BF B2 3
2y
& & &

1o Cxia 20 Cxlo Jo Cxlo

L. fermentum

L A 1R ® g T 2
12422422 ¢%
14
1o.Ciclo 20.Cxlo 3o.Cicio

s EEEI T
Fri CHS s i e
EENUCIER - Lo e e o

do Cxlo

Inicial

Final

Recuperagio

40 Ciclo

85

| A
2§
:
S0 Ciclo
B
B2 i«);
8
fio. Ciclo
C

Inicial

Final

lg
50.Ciclo

Figura 8 - Numero de UFC/mL durante os ciclos sucessivos de tratamento com solucdo de
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colénias antes do tratamento; Final: contagem de col6nias apds o tratamento;
Recuperacao: contagem de col6nias ap6s 8 horas de incubacgéo das células
tratadas em meio caldo de cana 4° Brix, incubag&o a 30°C, 160 rpm
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Figura 9 - Numero de UFC/mL durante os ciclos sucessivos de tratamento com solucdo de
acido sulfarico pH 1,5, a 30 °C, por 2 horas, a 160 rpm, com a cultura mista de S.
cerevisiae PE-2 + rugosa 36 + L. fermentum. Legenda: inicial: contagem de
colénias antes do tratamento; Final: contagem de col6nias apds o tratamento;
Recuperacdo: contagem de coldnias apos 8 horas de incubacgéo das células
tratadas em meio caldo de cana 4°Brix, incubag&o a 30°C, 160 rpm

A levedura PE-2 néo foi afetada pelo tratamento proposto (pH 1,5), sendo que o
namero de UFC aumentou quanto comparado com o inicio do teste (Figura 8A).
Para a linhagem rugosa 07, o resultado foi mais positivo, pois apés o primeiro ciclo
de tratamento, a populacao permaneceu abaixo do inicial até o 3° ciclo, recuperando
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no 4° ciclo, porém voltando a ficar abaixo cerca de 1 ciclo log no 5° ciclo, diferente
do namero inicial de UFC (Figura 8B).

No entanto, para a levedura rugosa 36, verificou-se que o tratamento acido com
pH 1,5 ndo teve nenhum efeito, pois embora tenha havido uma queda no nimero de
UFC desta levedura nos ciclos iniciais, ap0s o 4° ciclo o nimero se igualou ao inicial
(Figura 9B).

A bactéria L. fermentum teve o crescimento totalmente controlado logo no
primeiro ciclo de tratamento, com perda total de viabilidade (Figuras 8C e 9C).

Carvalho (2014) realizou teste de crescimento com a linhagem 36 em meio YPD
contendo 0, 100, 200 e 400 mg/L de metabissulfito de potéssio, por 48 horas e
obteve uma reducéo de crescimento dessa linhagem nas condi¢des testadas. Diante
disso, na tentativa de se conseguir controlar a linhagem rugosa 36, foi realizado um
novo teste de ciclos de tratamento-recuperacdo em caldo de cana, utilizando
metabissulfito de potassio na concentracdo de 200 mg/L, em pH 4,5. O teste néo foi
realizado em solu¢cdo com pH 2,0, pois trabalho anterior indicou uma forte reducéo
na atividade fermentativa da linhagem PE-2 nessa condicdo (BASSI et al., 2015).

O resultado deste teste encontra-se na Figura 10, onde se pode verificar que o
metabissulfito de potassio ndo afetou a linhagem PE-2, mas também nao foi capaz
de afetar o crescimento da linhagem rugosa 36, sendo mais uma vez controlada
apenas a bactéria L. fermentum. Em trabalho realizado por Bassi et al. (2015)
avaliando a adicdo de metabissulfito de potassio no crescimento de leveduras em
co-culturas de S. cerevisiae e D. bruxellensis, utilizando de 200 a 400 mg/L,
observou-se que o metabissulfito de potassio foi eficaz para controlar o crescimento

desse contaminante, sem afetar a levedura S. cerevisiae.
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Figura 10 - Numero de UFC/mL durante os ciclos sucessivos de tratamento com solucéo de
metabissulfito de potassio 200 mg/L (pH 4,5), a 30 °C, por 2 horas, a 160 rpm,
com a cultura mista de S. cerevisiae PE-2 + rugosa 36 + L. fermentum.
Legenda: inicial: contagem de colbnias antes do tratamento; Final: contagem de
colénias apoés o tratamento; Recuperacgdo: contagem de colénias apds 8 horas
de incubac&o das células tratadas em meio caldo de cana 4°Brix, incubacéo a
30°C, 160 rpm

Reis (2011), avaliando a diversidade genética das linhagens rugosas aqui
estudadas por microssatélites, verificaram que a linhagem rugosa 36 ficou bem
préxima geneticamente a linhagem PE-2, inclusive com as mesmas caracteristicas

de resisténcia a estresses. Dessa forma, qualquer tipo de tratamento para o controle
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de crescimento dessa linhagem rugosa provavelmente afetaria também a levedura

de processo PE-2.

4.5 Conclusoes

N&o houve um tratamento Unico capaz de controlar todas as linhagens rugosas
testadas. Para a linhagem rugosa 52, a adicdo de 13% de etanol ao tratamento
acido (pH 2,0), foi a melhor opc¢éo de controle do crescimento. Para a levedura 07, a
sugestédo foi de abaixamento do pH do tratamento acido para 1,5 para o controle do
crescimento da levedura rugosa. A levedura PE-2 foi pouco afetada pelos
tratamentos acima indicados, mostrando haver um efeito seletivo do tratamento
acido combinado ou ndo com etanol sobre as linhagens rugosas. A bactéria L.
fermentum teve seu crescimento afetado em todas as condi¢Oes testadas. Nenhum

dos tratamentos utilizados teve efeito sobre a linhagem rugosa 36.
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5 EFEITO DO TRATAMENTO COMBINADO BAIXO pH + ETANOL PARA O
CONTROLE DA CONTAMINAQAO POR LEVEDURAS SELVAGENS
Saccharomyces cerevisiae E Lactobacillus fermentum EM FERMENTACAO
COM RECICLO CELULAR EM DIFERENTES SUBSTRATOS

Resumo

O controle das contaminacdes por leveduras selvagens Saccharomyces
cerevisiae requer atencdo especial, pois ndo se conhecem substancias que possam
afetar as linhagens selvagens sem prejudicar a levedura do processo. Nesse
sentido, em decorréncia de resultados anteriores que apontaram uma sensibilidade
diferencial ao tratamento celular baixo pH + etanol pelas leveduras S. cerevisiae
rugosas, este trabalho avaliou o efeito do tratamento celular baseado em baixo pH
(2,0) + etanol (13% v/v) para o controle da contaminacéo por levedura S. cerevisiae
rugosa e bactéria L. fermentum em fermentacdo com reciclo celular em diferentes
substratos. Foram feitas fermentacdes puras com a linhagem PE-2 e fermentacdes
contaminadas com a levedura rugosa e ou L. fermentum em meios de caldo de cana
e melaco 16 °Brix, pH 4,5, submetidas a tratamento (ou ndo) das células em solugéo
de Acido sulfurico pH 2,0 + 13% etanol, por 2 horas, a 30°C entre os ciclos
fermentativos, em 6 ciclos de fermentacéo (C1 a C6) em batelada, com duracéo de 9
horas cada. A presenca dos contaminantes nas fermentacdes etandlicas resultou em
queda no rendimento fermentativo, sendo este decréscimo mais agravante quanto
presente a levedura rugosa do que a bactéria L. fermentum. A presenca da bactéria
L. fermentum na fermentacdo também contaminada com a levedura rugosa néo
potencializou o efeito negativo sobre a producdo de etanol. Nao houve diferenca
entre os substratos caldo e melaco quando se comparou as fermentacbes com e
sem tratamento pH + etanol. A diferenca na producdo de etanol ocorreu apenas
quando se comparou fermentagcdes com tratamento e sem tratamento dentro do
mesmo substrato, pois se verificou que o tratamento proposto afetou o metabolismo
fermentativo da linhagem PE-2. A viabilidade da levedura de processo nao foi
afetada em ambos os substratos. O tratamento proposto conseguiu controlar a
bactéria L. fermentum, causando morte celular, porém para a levedura rugosa
utilizada foi verificado apenas um pequeno decréscimo de sua populacao inicial.

Palavras-chave: Tratamento celular; Substrato; Etanol

Abstract

The control of the contamination by wild strains of Saccharomyces cerevisiae
requires special attention because there are no known substances that could affect
wild strains without damaging the industrial yeast strain. In this sense, due to the
previous results that showed a differential sensitivity to the cell treatment low pH +
ethanol by the rough yeast strains of S. cerevisiae, this study evaluated the effect of
a cell-based treatment at low pH (2.0) + ethanol (13% v/v) for the control of
contamination by rough S. cerevisiae yeasts and L. fermentum bacteria in
fermentation with cell recycle in different substrates. Fermentations were conducted
with pure PE-2 strain and contaminated with rough yeast (strain 52) and or L.
fermentum in sugar cane juice and molasses media 16 ° Brix, pH 4.5, subjected to
the treatment (or not) of the cells in solution of sulfuric acid pH 2.0 + 13% ethanol for
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2 hours at 30 °C between the six batch fementative cycles, with a duration of 9 hours
each. The presence of contaminants in ethanolic fermentations resulted in a
decrease in the fermentation yield, which was most serious when the rough yeast
than L. fermentum was present. The presence of the bacteria in the fermentation also
contaminated with the rough yeast did not potentialize the negative effect on ethanol
production. There was no difference between the substrates when comparing the
fermentations with and without treatment pH + ethanol. The difference in the ethanol
production occurred only when comparing fermentations with and without treatment
within the same substrate, because the proposed treatment affected the fermentative
metabolism of PE-2 strain. The viability of PE-2 was not affected in both substrates.
The proposed treatment could control the bacteria L. fermentum, causing cell death,
but for the rough yeast strain used was, only a small decrease of its original
population was observed.

Keywords: Cell treatment; Substrate; Ethanol

5.1 Introducéao

No processo industrial de producéo de etanol o fermento é multiplicado no inicio
da safra e segue-se com esta massa de levedura até o final da mesma. A cada
término de fermentacéo, o vinho é centrifugado, ocorrendo a separacao da levedura
do liquido fermentado. Este liquido € levado para a destilaria e o creme de levedura
para a etapa de tratamento &cido, que tem por finalidade eliminar os micro-
organismos contaminantes. O reciclo celular tem por objetivo reduzir custos na
reposicao do fermento, melhorar as condi¢cdes de operacao e adaptar as leveduras
as condi¢cBes fermentativas. Porém, da mesma forma que se recicla a levedura de
processo, 0s contaminantes podem ser reciclados também, iniciando a nova
fermentacdo. Com intuito de controlar esta contaminacdo, o creme de levedura é
enviado para as cubas, onde sera diluido e tratado adicionando-se acido sulfurico. O
pH do meio é acidificado em torno de 2,0-2,5, permanecendo em agitagdo de uma a
trés horas, em seguida retornando para a dorna de fermentacéo .

A lavagem do fermento com &acido sulfarico é eficiente para o controle de
bactérias, sendo o principal método de controle da floculagdo do fermento. Porém,
para as leveduras selvagens este tratamento nao tem efeito significativo, tornando-
se muito dificil a eliminacéo dessas leveduras dos processos fermentativos.

Trabalhos anteriores mostraram que o tratamento combinado de pH 2,0 e 13%
etanol ndo afetaram a levedura PE-2, mas significativamente afetou o
desenvolvimento da levedura contaminante Dekkera bruxellensis (BASSI et al.,

2013). Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do tratamento
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combinado baixo pH + etanol para o controle da contaminacdo por levedura S.
cerevisiae rugosa e L. fermentum em fermentacdo com reciclo celular em diferentes
substratos, caldo e melago. Optou-se por trabalhar com pH 2,0, que é o valor
normalmente utilizado na industria, adicionando-se etanol na concentracdo de 13%,

como otimizado em experimentos descritos no capitulo anterior.

5.2 Reviséo Bibliografica

Ha varias maneiras de se conduzir a fermentacéo. Atualmente, a maior parte
da producdo industrial de alcool em grande escala ocorre em processos
fermentativos em batelada e continuos com circulagdo do fermento. Segundo
Amorim (2005), 85% das unidades produtoras de etanol do pais funcionam em
sistema de batelada, e somente 15% em sistema continuo. Outra caracteristica das
fermentacdes para a producdo de etanol no Brasil é o tipo de mosto, que pode ser
constituido de caldo de cana, melacgo diluido ou uma mistura de ambos (AMORIM et
al., 2011). O caldo de cana-de-aclcar se constitui em Otimo substrato para o
crescimento de muitos micro-organismos, em funcdo dos teores de nutrientes
organicos e inorganicos, e apresenta alta atividade de &agua e pH favoraveis
(CEBALLOS-SCHIAVONE, 2009). O nitrogénio na forma amoniacal (NH*") é
encontrado no mosto proveniente do caldo de cana, e sua concentracao influi sobre
0 brotamento e a taxa de multiplicacdo da levedura (TOSETTO, 2008).

O melaco é um subproduto da producdo do agucar, frequentemente utilizado
como substrato para a producdo de etanol (JIMENEZ; BORJA; MARTIN, 2004).
Segundo Codistil (1978) apud Vasconcelos (1987), o melaco apresenta uma
concentracéo de nutrientes bem mais elevada do que os mostos de caldo de cana,
porém nao apresenta o nitrogénio em forma adequada para as leveduras, podendo
inclusive comprometer a qualidade do alcool.

A contaminagdo por micro-organismos é um fato comprovado na maioria das
usinas produtoras de alcool do pais, nas quais o problema pode ser agravado em
razao do processo utilizado, que fornece as condi¢des ideais de desenvolvimento da
populacao desses micro-organismos (ALTHERTUM et al., 1984).

A biodiversidade bacteriana nas dornas de fermentacéo € grande, predominando
as bactérias laticas (BASSO et al., 2008). As espécies Lactobacillus fermentum e

Lactobacillus plantarum sdo comuns nas dornas de fermentacao para a producao de
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etanol. Um total de 489 isolados de bactérias laticas (LAB) foi obtido a partir de
guatro destilarias em 2007 e 2008 por Lucena et al. (2010). A abundancia de LAB
nos tanques de fermentacao variou entre 6,0 x 10° e 8,9 x 10® UFC/mL. Em caldo de
cana bruto, os nimeros variaram entre 7,4 x 10" e 6,0 x 10® UFC/mL. A maior parte
das LAB isoladas pertenciam ao género Lactobacillus, de acordo com perfis de
enzima de restricdo do RNAr . Uma variedade de espécies de Lactobacillus foi
encontrada durante todo o processo de producdo de etanol, mas as espécies mais
frequentemente observadas no final da época de colheita foram L. fermentum e L.
vini. Os diferentes padrées de rep-PCR indicam a co-ocorréncia de populaces
distintas da espécie L. fermentum e L. vini, sugerindo uma grande diversidade intra-
especifica. Isolados representativos de ambas as espécies apresentaram
capacidade de crescer em meio contendo até 10% de etanol, sugerindo selecdo de
etanol bactérias tolerantes ao longo do processo.

Thomas, Hynes e Ingledew (2001) pesquisaram o efeito da cultura mista de S.
cerevisiae com L. fermentum durante 6 reciclos de fermentacdo em batelada com
mosto a base de milho e relataram que a presenca da bactéria ocasionou
decréscimo na producdo de etanol, aumento do desvio de carboidratos para a
producdo de glicerol e acido latico e queda acentuada da viabilidade da levedura.
Estas bactérias sdo tradicionalmente classificadas em dois subgrupos metabdlicos,
de acordo com a via utilizada para metabolizar acUcares hexose: homo- e
heterofermentativo (KANDLER, 1983).

As bactérias homofermentativas, através da via Embden-Meyerhof convertem 1
mol de hexoses em 2 moles de acido latico e ndo fermentam pentoses ou glucanato.
As heterofermerntativas convertem 1 mol de hexoses em 1 mol de CO,, 1 mol de
etanol ou acido acético, e 1 mol de acido latico através da via 6-fosfoglucanato. As
pentoses séo convertidas a acido latico e acético (CHERUBIN, 2003).

Basso et al. (2014) estudaram os efeitos de L. plantarum, pertencente ao grupo
das homofermentativas, e de L. fermentum, representante do grupo das
heterofermentativas, sobre o desempenho fermentativo da levedura CAT-1 no
processo de produgdo de etanol. Quando foram inoculados numeros iguais de
leveduras e bactérias, a bactéria homofermentativa foi mais prejudicial para a
levedura de processo do que a heterofermentativa. No entanto, nas condi¢gbes das

unidades industriais, alta densidade celular e curto tempo de fermentacgao, a estirpe
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heterofermentativa foi mais prejudicial que a homofermentativa, ocasionando menor
rendimento na producao de etanol e producéo de glicerol.

Carvalho-Netto et al. (2015) estudaram a fisiologia molecular da PE-2 sob duas
condicbes: fermentacéo tipica (Qquando a maioria das células esta em suspenséao) e
co-agregacao na fermentacdo. Observaram o perfil de transcricdo dessa levedura
atravées de RNA-seq em escala industrial em fermentacdo descontinua com
alimentacéo. A analise comparativa das duas condicdes revelou perfis de transcrigao
diferenciados principalmente por uma repressao génica profunda nas amostras co-
agregadas. Os dados também indicaram que a bactéria L. fermentum era a espécie
bacteriana responsavel pela co-agregacao celular e pelos altos niveis de &cidos
organicos detectados nas amostras.

Com intuito de conter a contaminacdo bacteriana, as unidades produtoras de
etanol realizam um tratamento no fermento com &cido sulfarico. Em trabalhos
realizados por Souza e Mutton (2004), foi observada uma reducédo de 44,3% da
contaminag¢do microbiana em funcdo do tempo e do vigor desse tratamento. Este
meio acidificado torna-se também um fator de selecéo da populacdo de levedura no
processo. Apenas as cepas que melhor se desenvolvem em meios com valores de
pH dentro desta faixa sdo capazes de dominar o processo (ANDRIETTA;
ANDRIETA; STUPIELLO, 2011).

Se para bactérias o tratamento com acido sulftrico tem eficiéncia, o0 mesmo néo
pode ser observado para leveduras selvagens. Bassi et al. (2013), com o intuito de
controlar a levedura D. bruxelensis, estudaram um tratamento com pH 2,0 + 13 % de
etanol e verificou-se decréscimo em sua populacdo. Esses mesmos autores também
verificaram o efeito do metabissulfito de potassio (200 a 400 mg/L) no crescimento
de leveduras em co-culturas de S. cerevisiae e D. bruxellensis, observando que o
metabissulfito foi eficaz para controlar o crescimento desse contaminante, porém
houve prejuizo para o rendimento fermentativo (BASSI et al., 2015).

Reis et al. (2013), estudando o controle de leveduras rugosas, verificaram que a
eficiéncia fermentativa em fermentagbes mistas dessas leveduras com a PE-2 foi
similar a fermentacédo ndo contaminada, devido a utilizacdo de tratamento acido, pH
1,5, em sistema de batelada com reciclo celular. No entanto, a utilizacdo de pH 1,5
em escala industrial ndo é desejavel, tanto pelo aumento do custo (maior volume de
acido) como pelos problemas operacionais decorrentes da utilizagdo de valor téo

baixo de pH. A proposta do presente trabalho é de manter o pH do tratamento acido
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em 2,0, como é normalmente utilizado, e acrescentar etanol, que esta disponivel na
prépria unidade de producdo, e assim avaliar o desenvolvimento das contaminacdes

por levedura rugosa e L. fermentum, tanto em caldo quanto em melago.

5.3 Material e Métodos

5.3.1 Micro-organismos utilizados

Foram utilizadas as seguintes linhagens de S. cerevisiae: PE-2 como levedura
de processo e a linhagem rugosa 52 (CCT7787), além da linhagem da bactéria L.
fermentum CCT5852 (ATCC 19255). As linhagens pertencem ao banco de culturas
do Laboratério de Microbiologia Agricola e Molecular (LAMAM), CCA/UFSCar —

Campus de Araras e foram armazenadas em meio YPD a 4°C.

5.3.2 Preparo do in6culo

A fermentacdo iniciou-se com o preparo do inbéculo das leveduras,
separadamente, que ocorreu em duas fases. Na primeira fase, a de pré-inéculo, a
levedura foi transferida para uma placa de Petri com meio de reativagdo YPD (em
p/v: 1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de glicose e 2% agar) e
posteriormente incubada a 30 °C por 48 horas. Na segunda fase, para obtencéo do
in6culo, foram transferidas duas alcadas de células da placa de Petri para
erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio de multiplicagdo (caldo de cana ou
melaco 4 °Brix, pH 5,0, com solucdo de sais na proporcéo de 10 mL/L). A solucéo de
sais foi preparada da seguinte forma: dissolveu-se 50 g de sulfato de aménio, 20 g
de fosfato monobasico de potassio, 10 g de sulfato de magnésio, 1 g de sulfato de
zinco e 1 g de sulfato de manganés em 500 mL de agua destilada, completando-se o
volume para 1000 mL. A solucéo foi esterilizada em autoclave e armazenada a 4 °C.

Os frascos foram mantidos em incubadora a 30 °C, sob agitacao de 160 rpm, por
24 horas, a fim de se obter a quantidade de massa Umida necesséaria para a
fermentacdao.

Apés a ultima lavagem, os tubos foram pesados em balanca analitica para
estimativa do peso da massa Umida no total. Utilizou-se a proporcdo de 10 g de

massa umida/ litro de meio de fermentacdo, sendo necessarios, portanto, 0,5 g de
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massa umida/ frasco de fermentacdo, para experimentos feitos em duplicata, ou
seja, 0,25 g de massa Umida de cada levedura. Essa massa foi ressuspendida em
meio de fermentacdo (caldo de cana ou melago 16 °Brix, pH 4,5, com solucdo de
sais na proporcao de 10 mL/L). O numero inicial de leveduras na fermentacéo foi de
~10® UFC/mL para PE-2 e ~10° UFC/mL para a levedura rugosa.

O inoculo da bactéria L. fermentum foi preparado da mesma maneira que para
levedura, em duas etapas. Inicialmente, a bactéria foi crescida em meio MRS
(peptona proteose: 10,0 g/L; extrato de carne: 10,0 g/L; extrato de levedura: 5,0 g/L;
dextrose: 20,0 g/L; polisorbato 80: 1,0 g/L; citrato de amonia: 2,0 g/L; acetato de
sédio: 5,0 g/L; sulfato de magnésio: 0,10 g/L; sulfato de manganés: 0,05 g/L; fosfato
dipotassico: 2,0 g/L; agar: 12,0 g/L), e incubada a 35 °C por 48 horas.
Posteriormente, a bactéria foi transferida para meio de multiplicacédo e incubada a 35
°C, sob agitacédo de 160 rpm, por 24 horas. Os frascos foram centrifugados e a
massa celular foi ressuspendida em meio de fermentagdo. O numero inicial de
bactéria na fermentacéo foi em torno de 10° UFC/mL.

O in6culo de leveduras e bactéria foi assim constituido, nas fermentacées com
diferentes combinag¢des de micro-organismos:

- cultura pura PE-2: 5 mL de massa celular ressuspendida em meio de
fermentacao;

- cultura mista PE-2 + rugosa, ou PE-2 + L. fermentum: 2,5 mL de massa celular,
de cada micro-organismo, ressuspendida em meio de fermentacéo;

- cultura mista PE-2 + rugosa + L. fermentum: 1,6-1,7 mL de massa celular, de

cada micro-organismo, ressuspendida em meio de fermentacéo.

5.3.3 Teste fermentativo com reciclo e tratamento das células

A fermentacdo foi realizada em Erlenmeyers de 125 mL contendo 45 mL de
mosto de caldo de cana—de- acUcar ou melaco 16 °Brix esterilizado, pH 4,5 e
solucdo de sais, em estufa a 30 °C, em condicbes de semi-aerobiose (frascos
tampados com algodé&o). A cada 9 horas, o contetudo dos frascos foi centrifugado a
3400 rpm por 5 minutos, sendo a massa celular tratada com solugdo de &cido
sulfarico, pH 2,0 e 13% de etanol (v/v), por 2 horas, em agitador a 30 °C. Apds o
tratamento, as células foram lavadas duas vezes em &gua destilada e

ressuspendidas em meio de fermentacdo, iniciando-se novo ciclo fermentativo.
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Foram realizados seis ciclos fermentativos de 9 horas cada, realizando-se o
tratamento do fermento a cada reciclo. Foram também realizadas fermentacdes nas

mesmas condi¢des, porém sem tratamento celular entre os reciclos.

5.3.4 Analises

Foram coletadas amostras de 1 mL no inicio dos testes fermentativos (C0) e ao
final dos ciclos 3 (C3) e 6 (C6), para a quantificacdo dos micro-organismos. O
conteudo total do frasco foi em seguida centrifugado a 3400 rpm por 5 minutos,
sendo a massa celular submetida ou ndo ao tratamento celular e inoculada em novo
meio de fermentacdo. O sobrenadante foi analisado quanto ao teor alcéolico, glicerol

e acucares redutores totais.

5.3.4.1 Quantificacdo de micro-organismos

As amostras de 1 mL coletadas foram diluidas em solugdo salina, sendo
espalhados 100 pL de cada diluicdo em meio YPD. As placas foram incubadas a 30
°C por 48-72 horas. A seguir foram contadas as colonias, discriminando-se entre
colénias mucosas (PE-2) e rugosas (linhagem 52), nas fermentacées com culturas
mistas. Para avaliacdo do crescimento de L. fermentum, quando foi o caso, 0 meio
utilizado foi o MRS, sendo as placas incubadas a 35 °C por 48 a 72 horas. Os

resultados foram expressos em UFC/mL.

5.3.4.2 Acucares redutores totais (ART)

Para a quantificacdo de agucares redutores totais utilizou a metodologia de Miller
(1959). Inicialmente, para a hidrélise da sacarose, pipetou-se 1 mL de cada amostra
do sobrenadante para balGes volumétricos de 100 mL, em seguida adicionou-se 30
mL de agua destilada e 2,5 mL de &cido cloridrico (HCI) concentrado e
homogeneizou-se. Os balbes foram levados para banho-maria a 65 °C por 15
minutos. As amostras foram resfriadas em agua corrente e em seguida adicionou-se
2,8 mL de NaOH 12 mol/L e completou-se o volume do baldo até o menisco com
agua destilada. Retirou-se 1 mL de cada solucdo preparada transferindo-se para
tubos de ensaio, e neste adicionou-se 1 mL da solucdo estoque de ADNS e 1 mL de

agua destilada, totalizando um volume de 3 mL. As amostras foram submetidas ao
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banho térmico (dgua fervente) por 5 minutos, os tubos em seguida foram resfriados
em agua corrente e receberam 5 mL de agua destilada, perfazendo um total de 8
mL. Homogeneizou-se por exatos 5 segundos em vortex e realizou-se a leitura da
absorbancia a 540 nm em espectrofotémetro digital (Thermo® Biomate 3). O mesmo
procedimento foi feito utilizando-se dgua ao invés da amostra para se obter o branco
da reacéo, que foi utilizado para calibrar o aparelho.

A quantidade de acucares redutores totais (ART) foi obtida através de uma curva
padrao de glicose, pesando-se 1,2 g de glicose previamente seca em dessecador de
silica gel por 7 dias e depois colocada em estufa a 70°C durante 2 horas e
novamente levada ao dessecador para ser resfriada. A glicose foi transferida
cuidadosamente para um baldo volumétrico de 200 mL, completando-se o volume
com agua destilada. Aliquotas de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 e 20 mL desta solucao
foram transferidas com pipeta graduada de 10 mL, para balées volumétricos de 100
mL, completando-se o volume também com &agua destilada. Cada mL dessas
solucdes, considerando-se a diluicdo, continha, respectivamente, 0,12; 0,24; 0,36;
0,48; 0,60; 0,72; 0,84, 0,96; 1,08; 1,20 mg de glicose. Para a leitura da absorbancia
a 540 nm, realizou-se 0 mesmo procedimento anterior. A partir da concentracao de
glicose e da respectiva absorbancia, efetuou-se a regresséao linear e determinou-se a
correlacdo (R?). O célculo da quantidade de aglicares redutores totais foi realizado

da seguinte forma:

ART (mg/mL) = A 540 nm + 0,0589 x diluicdo amostra (R?= 0,9998)
0,7445

Foram também analisadas 5 amostras de caldo e melagco quanto & concentragdo
de acucar redutor (AR) e ART pelo método acima. Para determinacdo de AR, as

amostras nao foram previamente hidrolisadas com acido.

5.3.4.3 Teor alcodlico

Para a analise do teor alcodlico, procedeu-se a destilacdo de 10 mL das
amostras centrifugadas em microdestilador TE-012 (Tecnal) e posteriormente
determinou-se o teor alcodlico através da densidade alcoodlica obtida em densimetro
digital DMA-45 (Anton Paar), conforme Amorim (1997). Os dados de densidade
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foram transformados em g de alcool/100mL, de acordo com as tabelas de

conversao.

5.3.4.4 Glicerol

A quantidade de glicerol foi determinada no sobrenadante das amostras
coletadas nos ciclos fermentativos. Pipetou-se 900 uL de agua destilada e 100 pL da
amostra em um eppendorf (diluicho de 10X). A concentracdo de glicerol foi
determinada por meio do Kit Triglicérides GOD-PAD LaborLab. Foi realizada a leitura
da absorbancia a 505 nm em espectrofotdmetro digital (Thermo® Biomate 3) e a

guantidade de glicerol foi expressa em g/100mL.

5.3.5 Calculo de eficiéncia fermentativa

Para calcular a eficiéncia fermentativa utilizou-se a formula baseada no calculo

estequiométrico tedrico de Gay-Lussac (51,11 g de etanol/100 g de glicose) a seguir:

Eficiéncia fermentativa (%) = __Etanol / (ART jnicia.— ART fina) ~ X 100
0,511

Foram utilizados os dados de etanol, ART inicial e ART final em g/100 mL, para
cada ciclo de cada fermentacado, calculando-se ao final, a eficiéncia fermentativa

meédia (dos 6 ciclos) para cada fermentacao.

5.3.6 Andlise estatistica

Os resultados de eficiéncia fermentativa foram submetidos a andlise de
variancia, e no caso de diferenca significativa, as médias foram comparadas pelo

teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando-se o software Statistica.

5.4 Resultados e Discussao

Foram selecionadas a levedura PE-2, a levedura 52 (representante das

linhagens com col6nias rugosas) e a bactéria L. fermentum para a realizacdo da
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fermentacdo com reciclo celular (seis ciclos de 9 horas), com e sem tratamento do
fermento em pH 2,0 + 13% de etanol. A op¢ao por essa linhagem rugosa deveu-se
aos resultados apresentados em trabalhos anteriores de caracterizacdo genética
(REIS, 2011) e de avaliacédo das condi¢cfes do tratamento do fermento para controle
da contaminagédo, conforme descrito no capitulo anterior.

Foram realizadas fermentagcbes com cultura pura da levedura PE-2 e
fermentacdes com cultura mistas da PE-2 e contaminantes (PE-2/52, PE-2/L.
fermentum) e (PE-2/52/L. fermentum) utilizando caldo de cana e melago.
Primeiramente foram apresentados os resultados das fermentacbes com mosto de
caldo de cana (Figura 1) e posteriormente os resultados das fermentacbes com
melaco.

Analisando-se a Figura 1, verificou-se que a linhagem PE-2 apresentou uma
maior producdo de etanol quando comparada com as fermentagcbes com o0s
contaminantes, tanto nas fermentagbes com tratamento quanto naquelas sem
tratamento, em caldo de cana. Comparando-se apenas o ultimo ciclo fermentativo
(C6), observou-se nas fermentacbes sem tratamento, a seguinte ondem
decrescente de producdo de etanol, PE-2 > PE+Lf > PE+Lf+52 > PE+52. A
producdo de etanol foi menor nas fermentacdes contaminadas com a levedura
rugosa do que com a bactéria. O perfil apresentado pela levedura de colbnia rugosa,
como fermentacdo mais lenta, e consequentemente baixa eficiéncia fermentativa,
tém sido frequentemente relatado em casos de contaminacdo por este bidtipo de
levedura (CECCATO-ANTONINI; PARAZZI, 1996; REIS et al., 2013). A morfologia
celular destas leveduras, com as células agrupadas em cachos ou flocos, dificulta o
contato com 0 meio e 0s nutrientes, ocasionando uma fermentacdo mais lenta. A
presenca dessa levedura na fermentagdo conduzida pela linhagem industrial PE-2

tem, portanto, influéncia na producéo de etanol e no rendimento fermentativo.
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Figura 1 - Teor alcodlico (g/100 mL), ART residual (g/100 mL) e eficiéncia fermentativa
média (%) nas fermenta¢des conduzidas pela linhagem PE-2 e contaminadas com
a linhagem rugosa 52 e ou L. fermentum (Lf), em meio de caldo de cana 16 °Brix,
pH 4,5, submetidas a tratamento (ou ndo) das células em solucéo de acido
sulfarico pH 2,0 + 13% etanol, por 2 horas, a 30 °C entre os ciclos fermentativos,
ao final de 6 ciclos de fermentacéo (C1 a C6) em batelada, com duracéo de 9
horas. CO refere-se aos resultados no inicio do 1°. ciclo fermentativo. Letras
diferentes sobre as barras indicam diferenca significativa a 5% pelo teste de
Tukey a 5%

No entanto, quando se analisa o Ultimo ciclo (C6) das fermentacdes com
tratamento acido + etanol, obteve-se na fermentagcdo com a cultura mista da rugosa
+ L. fermentum, uma producédo de etanol muito proxima da fermentacdo com cultura

pura da PE-2 (Figura 1B). Este fato pode ser justificado devido ao impacto causado
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pelo tratamento proposto ao metabolismo da linhagem PE-2, de forma que os
resultados de producao de etanol decairam aos niveis da fermentag¢éo contaminada.
Houve também uma maior sobra de acucar nas fermentacdes com tratamento
comparando-se com as fermentacfes sem tratamento celular (Figura 1D).

Quanto a eficiéncia fermentativa, foi detectada diferenca significativa apenas na
eficiéncia da fermentacdo PE + rugosa em relacdo as demais fermentacdes, as
quais nao diferiram entre si (Figura 1F).

A Figura 2 traz os resultados das contagens em placas para as linhagens PE-2,
rugosa e para o L. fermentum. Nas fermentacdes sem tratamento, de uma forma
geral, a levedura PE-2 ndo teve seu crescimento prejudicado pela presenca do
contaminante, apresentando o mesmo perfil de crescimento durante os ciclos
fermentativos (Figura 2A, 2C, 2E e 2G). Nas fermentacdes com tratamento celular,
em cultura mista com a levedura rugosa 52, observou-se que a levedura do
processo teve um decréscimo no numero de coldnias do inicio para o 3° ciclo (7,30 X
10" para 9,90 X 10° UFC/mL, Figura 2D), o qual se manteve até o Ultimo ciclo
fermentativo. A linhagem rugosa apresentou também queda no niumero de colbnias,
quando se compara o ciclo inicial com o final (6,60 X 10° para 2,85 X 10° UFC/mL,
Figura 2D).

O tratamento celular proposto controlou o crescimento de L. fermentum, pois ndo
foram detectadas colbnias da bactéria ao longo dos ciclos seguintes de fermentacéo
(Figura 2F e 2H).

Com o tratamento celular, houve uma queda de 2 ciclos log no niamero de
colbnias da levedura PE-2 ao final do 3° ciclo fermentativo quando em cultivo com a
bactéria (Figura 2F), provavelmente em decorréncia da morte bacteriana, liberando
substancias inibidoras a levedura. Ao final do 6° ciclo fermentativo, 0 niumero de
células foi recomposto ao valor inicial (Figura 2F). No entanto, quando a levedura
PE-2 foi cultivada juntamente com a bactéria e a levedura rugosa, a queda no
namero de colbnias foi muito menor. A levedura rugosa também teve seu
crescimento afetado (Figura 2B, 2D e 2H). O tratamento celular foi eficiente para
controlar a contaminacdo por L. fermentum, de forma que ndo houve prejuizo a
fermentacdo pelo efeito da contaminacdo, em termos de eficiéncia fermentativa
(Figura 1F).
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Figura 2 - Numero de micro-organismos (UFC/mL) nas fermenta¢gfes conduzidas pela
linhagem PE-2 e contaminadas com a linhagem rugosa 52 e ou L. fermentum (Lf),
em meio de caldo de cana 16 °Brix, pH 4,5, submetidas a tratamento (ou ndo) das
células em solucéo de &cido sulfirico pH 2,0 + 13% etanol, por 2 horas, a 30 °C
entre os ciclos fermentativos, ao final dos ciclos 3 (C3) e 6 (C6) de fermentagéo
em batelada, com duracéo de 9 horas. CO refere-se aos resultados no inicio do 1°.
ciclo fermentativo
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Ceballos-Schiavone (2009) realizou testes com diferentes valores de pH (2,5 e
6,0) e concentracOes de etanol (15, 20, 25, 30 e 35%) com o intuito de controlar
diferentes espécies de Lactobacillus, verificando que essas bactérias se mostraram
sensiveis as concentracdes superiores a 20% (v/v) de etanol, ndo sendo observados
efeitos negativos sobre as células de leveduras quando utilizadas as concentracdes
de 20 a 25% (v/iv). Em pH 2,5, concentragdo de 20% v/v e 90 minutos de
tratamento, a contagem da bactéria diminuiu consideravelmente, chegando a zero
em 120 min.

Nos experimentos realizados com ciclos de tratamento celular seguido de
crescimento em caldo de cana 4 °Brix (resultados apresentados no capitulo anterior),
a levedura rugosa 52 teve um decréscimo de 3 ciclos log na sua populacéo,
comparando-se o0 numero inicial de UFC no primeiro ciclo e ao final da recuperacao
no quinto ciclo de tratamento. No entanto, as condi¢cfes testadas neste capitulo sdo
diferentes das condigbes testadas anteriormente (condigcbes de crescimento X
condicBes de fermentacao).

Os resultados das fermentaces com melaco estdo apresentados na Figura 3.
No dultimo ciclo fermentativo, ocorreu uma diferenca na ordem decrescente de
producdo de etanol a partir de melaco, para as diferentes fermentagcbes sem
tratamento celular (PE-2 > PE+Lf > PE+52 > PE+Lf+52), comparando-se com 0
caldo (PE-2 > PE+Lf > PE+Lf+ 52 > PE+52). Com ambos os substratos, houve uma
reducdo na producado de etanol nas fermentagdes contaminadas com L. fermentum,
comprovando o efeito negativo causado por esse tipo de micro-organismo (Figuras 1
e 3). Basso et al. (2014) relataram que a contaminacdo bacteriana traz graves
consequéncias econdémicas para os produtores de etanol, pois o carbono do acucar
€ desviado da formacdo do etanol, para a producdo de &cido latico e outros
compostos.

Os estudos realizados Basso et al. (2014), simulando condi¢cdes de unidades
produtoras de etanol no Brasil, onde prevalecem altas densidades celulares e tempo
curto de fermentacdo, mostraram que as bactérias heterofermentativas (como a L.
fermentum) foram mais prejudiciais do que as homofermentativas. Na presenca
desse tipo de bactéria heterofermentativa, houve uma superprodugéo de glicerol.

Nas fermentacbes sem tratamento, houve diferenca na eficiéncia das
fermentacdes contaminadas e ndo contaminadas, especialmente entre PE-2 e PE-

2+52, confirmando novamente o impacto desse contaminante (levedura rugosa) nos
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sistemas de producao de etanol (Figura 3E).

Nas fermentagdes com tratamento celular entre os reciclos, a fermentagdo com
dupla contaminacdo (levedura rugosa e bactéria) apresentou maior producdo de
etanol, no udltimo ciclo fermentativo (Figura 3B), fato que pode ser atribuido ao
controle do crescimento da bactéria por meio do tratamento celular. Isso também é
comprovado quando se analisa a eficiéncia fermentativa, pois ndo hé diferenca
significativa entre a fermentacao pura da PE-2 com as mistas PE-2 + L. fermentum e
PE-2 + L. fermentum + rugosa (Figura 3F).

Em melaco, o crescimento da levedura PE-2 néo foi alterado em funcéo das
contaminacdes pela levedura rugosa ou L. fermentum, mostrando elevacdo no
namero de UFC/mL ao longo dos ciclos fermentativos (Figura 4A, 4C e 4E). No
entanto, quando os dois contaminantes estavam presentes houve uma diminui¢cao
no nimero de UFC no 3° ciclo fermentativo, aumentando a seguir (Figura 4G). Com
o tratamento celular, a diminuicdo no numero de UFC foi mais evidente para a
levedura rugosa do que para a levedura do processo (Figura 4D e 4H). Houve
controle total do crescimento de L. fermentum utilizando-se o tratamento celular

combinado de baixo pH + etanol (Figura 4F e 4H).
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Com tratamento celular
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Figura 3 - Teor alcodlico (g/100 mL), ART residual (g/100 mL) e eficiéncia fermentativa
média (%) nas fermentagfes conduzidas pela linhagem PE-2 e contaminadas com
a linhagem rugosa 52 e ou L. fermentum (Lf), em meio de melago 16 °Brix, pH 4,5,
submetidas a tratamento (ou ndo) das células em solucao de acido sulftrico pH
2,0 + 13% etanol, por 2 horas, a 30 °C entre os ciclos fermentativos, ao final de 6
ciclos de fermentacéo (C1 a C6) em batelada, com duracdo de 9 horas. CO refere-
se aos resultados no inicio do 1°. ciclo fermentativo. Letras diferentes sobre as
barras indicam diferenca significativa a 5% pelo teste de Tukey a 5%
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Figura 4 - Numero de micro-organismos (UFC/mL) nas fermenta¢gfes conduzidas pela
linhagem PE-2 e contaminadas com a linhagem rugosa 52 e ou L. fermentum (Lf),
em meio de caldo de melaco 16 °Brix, pH 4,5, submetidas a tratamento (ou n&o)
das células em solucgéo de &cido sulfurico pH 2,0 + 13% etanol, por 2 horas, a
30°C entre os ciclos fermentativos, ao final dos ciclos 3 (C3) e 6 (C6) de
fermentacdo em batelada, com duracdo de 9 horas. CO refere-se aos resultados
no inicio do 1°. ciclo fermentativo



111

Caldo Melaco
Alcool (g/100mL) A Alcool (g/100mL) B
60 60
50 50
40 40
30 30
20 20
0 10
00 0,0
2o 2 : A 5 . o a1 Lor} c3 c4 s 5
Ciclos fermentativos Ciclos fermentativos
ART Residual (g/100 mL) C ART Residual (g/ 100 mL) D
18 18
16 16
14 14
12 12
10 10
8 8
& 6
3 4
2 2
0 Q0
(%1} 1 2 (=] 4 s ch N «Q 2 (& ] ca o (e
Ciclos fermentativos Ciclos fermentativos
NGmero de Microrganismos (UFC/mL) E Namero de Microrganismos (UFC/mL) F
1,00E+10 1.00E+10
1,00£+08 1,00E+08
1,00£406 1,00E+06
1,00£404 1,00E+04
1,00£+02 1,00E+02
1,00£400 1,00E£00
co a (&3 (o } &
Ciclos fermentativos Ciclos fermentativos

# Comtratamentc m Semfratamento

Figura 5 - Teor alcodlico (g/100 mL), ART residual (g/100 mL) e nimero de leveduras (UFC/
mL) apresentados nas fermentacdes puras com a linhagem PE-2 em meios de
caldo de cana 16 °Brix e melago 16 °Brix, pH 4,5, submetidas a tratamento (ou
nao) das células em solucao de acido sulfarico pH 2,0 + 13% etanol, por 2 horas,
a 30 °C entre os ciclos fermentativos, ao final de 6 ciclos de fermentacéo (C1 a
C6) em batelada, com duracgéo de 9 horas. CO refere-se aos resultados no inicio
do 1°. ciclo fermentativo. Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca
significativa a 5% pelo teste de Tukey a 5%

Com a finalidade de analisar o efeito do tratamento acido + etanol
especificamente sobre a levedura de processo PE-2 nos dois substratos utilizados,
os resultados ja apresentados anteriormente foram reunidos na Figura 5 para efeito
comparativo. Para ambos os substratos, foi observado que até o 2° ciclo
fermentativo ndo houve diferenga entre os valores de alcool com e sem tratamento,
porém nos ciclos seguintes, a diferenca acentuou-se por causa do efeito do
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tratamento sobre a fisiologia da levedura (Figura 5A e 5B), pois ndo houve influéncia
do tratamento celular sobre o nimero de UFC/mL da levedura PE-2 (Figura 5E e
5F). A sobra de acgucar redutor foi maior na fermentacdo com tratamento, tanto em
caldo quanto em melaco. No entanto, o consumo de agucar foi maior na fermentacao
em melago do que em caldo (Figura 5C e 5D). Isto pode ser explicado pelo fato de o
melacgo apresentar maior quantidade de agucar redutor que o caldo (Tabela 1).

Tabela 1 - Quantificacao de acuUcares redutores e agUcares redutores totais nos substratos
caldo de cana e melaco de cana pelo método do acido 3,5 dinitrosalicilico

Acucares Redutores Totais  AcuUcares Redutores

Substrato (ART, g/200mL) (AR, g/100mL)
Caldo 16,722 1,018
Melacgo 12,424 2,912

A linhagem PE-2 ndo teve sua viabilidade afetada pelo tratamento &cido +
etanol, comprovando o resultado encontrado em teste apresentado no capitulo
anterior, quando foi avaliado o efeito do tratamento sobre o crescimento das
leveduras. Porém, na fermentacdo sem tratamento celular, houve crescimento da
PE-2 ao final do 6° ciclo fermentativo tanto em caldo quanto em melaco, o que néo
ocorreu na fermentagdo com tratamento celular (Figuras 5E e 5F). Bassi et al. (2013)
também obtiveram esse resultado, quando foi utilizado esse mesmo tratamento das
células entre os ciclos fermentativos. A viabilidade da linhagem PE-2 foi ligeiramente
afetada e houve uma diminuicdo da producéo de etanol.

O baixo pH empregado na etapa de tratamento acido ndo parece ser o fator que
impacta a producéo de etanol pela levedura. Gomes (1988) ndo observou nenhuma
acdo drastica sobre a viabilidade celular em experimentos de laboratoério utilizando
S. cerevisiae quando o leite de levedura foi tratado em trés niveis de pH (2,0, 2,5 e
3,0) ajustados com acido sulfarico, poréem Nunes et al. (1991) afirmaram que a
adicdo de acido causa muitas reagcbes quimicas que resultam no desequilibrio do
importante sistema enzima-substrato no meio de fermentagédo. Della-Bianca et al.
(2014) verificaram a cinética da perda de viabilidade de células da linhagem PE-2
incubadas a pH 1,5 em condi¢cbes nao-proliferativas e constataram uma capacidade

de sobrevivéncia superior dessa linhagem industrial comparada com uma linhagem
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de laboratério, em situacdo de falta de carbono. Estes resultados indicam que a
etapa de tratamento com &cido sulfurico, utilizado na industria de bioetanol com o
intuito de diminuir a contaminacao bacteriana devido as condi¢cdes ndo asseépticas,
pode ser uma importante pressdo de selecdo exercida sobre as populacdes
microbianas presentes em tais ambientes.

Provavelmente, o agente estressante do tratamento aqui utilizado foi o etanol,
pois em fermentacdes realizadas por Reis (2011) utilizando tratamento das células
em solucdo com pH 1,5, ndo houve diminuicdo na producdo de etanol com a
linhagem PE-2. Por ser um pH muito baixo e pela dificuldade das unidades
produtoras de etanol em estar operando com esse tratamento de pH 1,5, optou-se
por utilizar o pH que € geralmente utilizado pelas usinas e destilarias (pH=2,0) e
acrescentar etanol, que € um produto disponivel na unidade produtora. Porém, mais
estudos sobre o efeito do etanol combinado com o baixo pH sobre a fisiologia da
levedura tornam-se necessarios.

Sendo assim, uma possivel explicacdo para os resultados obtidos € que o
tratamento pH 2,0 + etanol causou estresse para levedura. Segundo Amorim, Basso
e Alves (1996) durante a fermentacdo, na sequéncia de reacdes de producao de
ATP, rotas metabdlicas alternativas aparecem para propiciar a formacdo de
materiais necesséarios a producdo de biomassa, bem como para a formacao de
outros produtos de interesse metabdlico (glicerol, &cido succinico e acido acético),
relacionados direta ou indiretamente com a adaptacdo e sobrevivéncia, as quais
podem reduzir a producao de etanol.

Ainda de acordo com Gombert e Maris (2015), o glicerol é o mais efetivo
osmorregulador presente em S. cerevisiae e é produzido em situacfes de estresse
osmatico, pois sua formacdo € aumentada em meios com baixa atividade de agua
(ou analogamente, alta pressdo osmotica) determinada pela presenca de soluto, tais
como sais e agucares. Em meios com baixa atividade de agua, sua producéo sofre
influéncia do pH, temperatura, concentracdo elevada de sacarose e das linhagens
presentes no processo. Quanto maiores os valores destes parametros, maior é a
producdo de glicerol (GUTIERREZ, 1989). A producédo de glicerol estad também
associada ao crescimento da levedura, de forma que a levedura que apresente
crescimento mais vigoroso produziria mais glicerol. Além disso, o glicerol também é
formado em resposta aos fatores de estresse, como por exemplo, os reciclos

celulares na fermentacéo alcodlica (BASSO et al., 2008).
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Os resultados na Figura 6 demonstraram n&o ocorrer maior produgéo de glicerol
nas fermentacbes submetidas ao tratamento celular. Houve maior producéo de
glicerol em melaco que em caldo, e em relacdo as contaminacgdes, mais glicerol foi
produzido quando a levedura rugosa estava presente do que com a bactéria. A
maior producdo de glicerol em melagco pode ser devido ao fato desse substrato
apresentar maior quantidade de sais que o caldo, o que pode causar um estresse
osmotico. A menor producdo de etanol nas fermentacfes submetidas ao tratamento
celular ndo deve estar relacionada a producdo de glicerol, sendo provavelmente
outro fator o causador do desvio nas vias metabdlicas de producao de etanol.

A sintese de trealose também ocorre em condi¢cGes de estresse, sendo esse 0
mais eficiente sacarideo na estabilizacdo da membrana quando a levedura é
submetida a um estresse osmotico, reduzindo assim possiveis danos em sua
estrutura (PANEK et al., 1990). A trealose € um carboidrato de reserva, protegendo
as leveduras em situacdo de estresse como temperatura elevada, toxicidade do
etanol, desidratacdo celular e aumento da pressdo osmoética (ALCARDE; BASSO,
1997).
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Figura 6 - Glicerol (g/100 mL) produzido durante as fermentac¢des conduzidas pela linhagem
PE-2 e contaminadas com a linhagem rugosa 52 e ou L. fermentum (Lf), em meios
de caldo e melaco 16 °Brix, pH 4,5, submetidas a tratamento (ou ndo) das células
em solucdo de acido sulfdrico pH 2,0 + 13% etanol, por 2 horas, a 30 °C entre 0s

ciclos fermentativos, ao final dos ciclos 1 e 6 de fermentagéo (C1 e C6,

respectivamente) em batelada, com duracdo de 9 horas

No entanto, apesar da menor produgdo de etanol nas fermenta¢gbes submetidas

ao tratamento celular com pH 2,0 + 13% etanol, ndo houve diferenca significativa na

eficiéncia fermentativa entre as fermentacbes da PE-2 sem e com tratamento,
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independentemente do substrato de fermentacédo (caldo ou melaco), Figura 7. O
rendimento da fermentacdo nao foi alterado pelo tratamento celular ou pelo
substrato, no entanto, houve maior sobra de acUcar residual, 0 que ndo € um

resultado desejavel em situacao industrial.

Eficiéncia (%)

100 a a a

Caldo Melago

® Comtratamentc m Semiratamento

Figura 7 - Eficiéncia fermentativa média (%) apresentada nas fermentacfes puras com a
linhagem PE-2 em meios de caldo de cana 16 °Brix e melago 16 °Brix, pH 4,5,
submetidas a tratamento (ou néo) das células em solucdo de &cido sulfurico pH
2,0 + 13% etanol, por 2 horas, a 30 °C entre os ciclos fermentativos, em 6 ciclos
de fermentacdo em batelada, com duracdo de 9 horas cada. Letras diferentes
sobre as barras indicam diferenca significativa a 5% pelo teste de Tukey

Na Figura 8 estdo apresentados comparativamente os resultados da producao
de etanol nas fermentacbes contaminadas com a levedura rugosa e ou L.

fermentum, com e sem tratamento celular, com os substratos melaco e caldo.
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Figura 8 - Teor alcodlico (g/100 mL) apresentados nas fermentagdes com culturas mistas PE
+ 52; PE + L. fermentum; PE + 52 + L. fermentum em meios de caldo de cana 16
°Brix e melago 16 °Brix, pH 4,5, submetidas a tratamento (ou ndo) das células em
solucédo de acido sulfarico pH 2,0 + 13% etanol, por 2 horas, a 30 °C entre os
ciclos fermentativos, ao final de 6 ciclos de fermentacéo (C1 a C6) em batelada,
com duracédo de 9 horas. CO refere-se aos resultados no inicio do 1°. ciclo
fermentativo. Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca significativa a
5% pelo teste de Tukey a 5%

N&o ha um efeito expressivo do substrato sobre a producdo de etanol nas
fermentacdes contaminadas com a levedura rugosa ou L. fermentum. No entanto,
verifica-se o efeito marcante do tratamento celular baseado em baixo pH + etanol
sobre a producéo de etanol, com excecéo da fermentacdo contaminada tanto com a
levedura rugosa quanto com a bactéria L. fermentum (Figura 8E e 8F). Dois fatos

devem ser considerados nessa fermentacdo contaminada: o tratamento celular
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matou a bactéria; e houve diminuigdo no numero de UFC da levedura rugosa (Figura
2H e 4H). Como essa diminui¢cdo também ocorreu quando a bactéria ndo estava
presente, entdo se conclui que o tratamento combinado teve efeito sobre a levedura
rugosa, e aliado ao fato da morte bacteriana ter possibilitado a liberacdo de
nutrientes que permitiram o pleno desenvolvimento das reagfes de producédo de
etanol, a fermentagao transcorreu como ‘se nao tivesse havido’ o efeito do estresse
do tratamento celular.

Em resumo, com os resultados apresentados pode-se constatar que o
tratamento celular utilizado (pH 2,0 + 13% etanol) entre os ciclos fermentativos para
o controle dos contaminantes (levedura rugosa e L. fermentum) afetou
significativamente os parametros fermentativos, com menor producdo de etanol e
sobra de acucar redutor, embora ndo tenha havido diminuicdo da eficiéncia
fermentativa. Esses resultados foram observados tanto em caldo quanto em melaco,
mostrando que o substrato ndo interferiu no desenvolvimento das contaminacdes

submetidas ou ndo ao tratamento celular.

5.5 Conclusoes

A presenca dos contaminantes (levedura rugosa S. cerevisiae e ou L.
fermentum) nas fermentacdes etandlicas com reciclo celular resultou em queda no
rendimento fermentativo, sendo este decréscimo mais agravante quando presente a
levedura rugosa do que a bactéria L. fermentum. A presenca da bactéria L.
fermentum na fermentacdo também contaminada com a levedura rugosa nao
potencializou o efeito negativo sobre a producdo de etanol. Ndo houve diferenca
entre os substratos caldo e melago quando se comparou as fermentagcdes com e
sem tratamento celular baixo pH + etanol. A diferenca na producdo de etanol
ocorreu apenas quando se comparou fermentacdes com tratamento e sem
tratamento dentro do mesmo substrato, pois se verificou que o tratamento célula
proposto afetou o metabolismo fermentativo da linhagem PE-2. A viabilidade da
levedura de processo nao foi afetada em ambos os substratos. O tratamento
proposto conseguiu controlar a bactéria L. fermentum, causando morte celular,
porém para a levedura rugosa testada, foi verificado apenas um pequeno

decréscimo de sua populagéao inicial.
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6 ANALISE DO CRESCIMENTO E DA ATIVIDADE INVERTASICA DE
LINHAGENS DE Saccharomyces cerevisiae EM CALDO DE CANA E MELACO

Resumo

A invertase € uma enzima que hidrolisa a sacarose, originando uma mistura, em
qguantidades iguais, de glicose e frutose. A eficiente conversdo da sacarose em
etanol esta diretamente relacionada com a atividade dessa enzima, que é diferente
para cada tipo de levedura. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o
crescimento e a atividade da invertase extracelular (associada a célula) em
linhagens selvagens (leveduras rugosas) de Saccharomyces cerevisiae isoladas da
fermentacdo etandlica, em comparacdo com a levedura industrial PE-2. Foram
avaliados dois substratos de crescimento, caldo de cana e melaco, esperando-se
contribuir para o entendimento das interacdes entre leveduras contaminantes e do
processo no tocante a utilizacdo do substrato. Observou-se que a atividade
invertasica extracelular ndo foi influenciada pelo tipo de substrato (caldo ou melaco),
mas houve diferenca na atividade da enzima entre as linhagens rugosas em relacao
a PE-2, sendo significativamente menor nas linhagens rugosas. Quanto ao
crescimento em caldo e melaco, houve diferenca entre as linhagens de S.
cerevisiae, pois as linhagens rugosas apresentaram um maior aumento no nimero
de colonias em melago do que em caldo no decorrer do tempo de cultivo.

Palavras-chave: Substrato; Invertase extracelular; Leveduras

Abstract

Invertase is an enzyme which hydrolyzes sucrose, yielding a mixture in equal
amounts of glucose and fructose. The efficient conversion of sucrose in ethanol is
directly related to the activity of this enzyme, which is different for each type of yeast.
Thus, the aim of this study was to evaluate the growth and extracellular invertase
activity (cell-associated) in wild strains (rough yeast) of Saccharomyces cerevisiae
isolated from ethanol fermentation compared to the PE-2 industrial yeast. The growth
in different substrates, sugarcane juice and molasses, was evaluated, aiming to
contribute to the understanding of the interactions between contaminant yeast strains
and the industrial strain regarding the use of the substrate. The extracellular
invertase activity was not influenced by the type of substrate (juice or molasses), but
there was a difference in enzyme activity between the rough yeast strains compared
to the PE-2, significantly lower in rough strains. Concerning the growth in juice and
molasses, there were differences among the strains of S. cerevisiae, since rough
strains showed a greater increase in the number of colonies in molasses than in juice
during the cultivation time.

Keywords: Substrate; Extracellular invertase: Yeasts
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6.1 Introducéao

As leveduras constituem indubitavelmente o grupo mais importante de micro-
organismos comercialmente explorados, especialmente em funcdo de sua
capacidade fermentativa. Muito se conhece sobre a bioquimica da fermentacéo
alcodlica, porém os mecanismos de controle do processo para que se possa obter o
maximo de eficiéncia ainda carecem de estudos, uma vez que na indudstria, a
levedura convive com populacbes de bactérias e leveduras selvagens que
competem pelo substrato e produzem metabdlitos que afetam o desempenho do
fermento.

A eficiente conversédo da sacarose em etanol esta diretamente relacionada com
a atividade da invertase, a enzima que hidrolisa a sacarose, produzindo glicose e
frutose em quantidades iguais. Essa enzima pode ser encontrada em leveduras,
fungos, bactérias, insetos, mamiferos e vegetais, porém a principal fonte desta
enzima sao as leveduras.

A levedura S. cerevisiae possui dois tipos de invertase: a extracelular e a
intracelular, sendo que a forma extracelular (associada a célula) € predominante. Ha
trabalhos mostrando diferencas na atividade invertasica entre linhagens industriais
de S. cerevisiae, porém ndo se conhece relatos de possiveis diferencas na atividade
da enzima invertase entre linhagens industriais e selvagens de S. cerevisiae, como
as leveduras com fendétipo de colbnia rugosa tdo frequentes na fermentacéo
etandlica.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento e a
atividade da invertase extracelular (associada a célula) em linhagens contaminantes
da producao de etanol de S. cerevisiae, em comparacdo com a levedura industrial
PE-2. Foram avaliados dois substratos de crescimento, caldo de cana e melaco,
esperando-se contribuir para o entendimento das interagcdes entre leveduras

contaminantes e do processo no tocante a utilizagdo do substrato.
6.2 Revisao Bibliografica
A invertase (B- fructofuranosideofrutohidrolase, EC3.2.1.26) pode ser

considerada a primeira carboidrase a ser estudada. Em 1828 foi detectada sua

atividade, quando se observou que a levedura de panificagcdo fermentava a



125

sacarose em meio aquoso. Esta atividade foi confirmada em 1933, pela constatagcao
que a levedura hidrolisava a sacarose em condigdes fermentativas (BARROS,
1990).

Segundo NEUMANN; LAPEN (1967), a invertase € uma enzima que hidrolisa a
sacarose, originando uma mistura, em quantidades iguais, de glicose e frutose. Essa
mistura de monossacarideos recebe o nome de acucar invertido, por apresentar a
propriedade de desviar o plano de luz polarizada no sentido anti-horario (levégiro),
em contraposicao a solucdo de sacarose de partida para a acdo da invertase, que
desvia a luz plano polarizada no sentido horario (dextrégiro).

A reacdo catalisada por esta enzima € normalmente efetuada em pH entre 4,6 e
5,0 e temperatura de 35 a 50 °C. A levedura S. cerevisiae possui dois tipos de
invertase: a extracelular e a intracelular, no entanto a maior parte da invertase
encontra-se associada a ceélula, ou seja, é extracelular (PARAZZI, 2006). Algumas
propriedades dessas duas formas estdo apresentadas na Tabela 1 (GASCON et al.,
1981). A invertase externa € localizada na parede celular e associada a manana,
sendo consequéncia da expressdo de RNAs com um transcrito maior, o qual é
reprimido em altas concentracdes de sacarose ou pelos seus produtos de hidrdlise.
A invertase interna é localizada no citoplasma e ndo associada a manana,
consequéncia da expressdao de RNAs com um transcrito menor (CARLSON;
BOTSTEIN, 1982). A eficiéncia da expressado da invertase requer baixos niveis de
glicose e frutose no meio (HERWING et al., 2001).

As moléculas destinadas a se fixarem na parede celular, possuem uma
sequéncia de aminoacidos que direcionam para o reticulo endoplasmatico, onde se
da a glicosilacao (insercdo de dez unidades de manana por unidade de enzima),
segundo VITOLO (1989). Apds ser glicosilada, a invertase externa vai para o
complexo de Golgi, sendo armazenada em vesiculas secretoras e, finalmente, é
descarregada no espaco perisplasmatico, durante a gemulacéo, que é a forma de
reproducdo assexuada da levedura (PERLMAN; HALVORSON, 1981). A
glicosilacdo das moléculas de invertase externa, a qual ndo é essencial para a
atividade invertasica, confere protecdo contra a acao hidrolitica das proteases
naturais do micro-organismo (REDDY et al., 1988).

Um aspecto fundamental a se considerado € o fato da invertase interna nao
estar sujeita a repressado catabdlica por hexoses, ocorrendo o contrario com a
invertase externa (REDDY et al., 1990).
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Tabela 1 - Propriedades da invertase

Propriedade Invertase externa Invertase interna
Massa molar (Daltons) 270.000 135.000
% carboidrato 50 3
Atividade especifica (U*/mg 2700 2900
de proteina)
pH para estabilidade 3,0-75 6,0-9,0
pH 6timo - atividade 3,5-5,5 3,5-5,5

U= micromol de sacarose hidrolisada por minuto/ mL
Fonte: Gascon et al. (1981)

O transporte de sacarose para o interior da célula é diferente para as diversas
espécies e entre linhagens da mesma espécie. Ha leveduras que ndao possuem 0s
principais transportadores de hexoses (HXT1-HXT7 e GAL2), e sdo incapazes de
crescer ou fermentar glicose e frutose. De acordo com Batista et al. (2004), hé
linhagens que fermentam a sacarose devido a absorcéo direta deste acglcar para
dentro da célula, fato este atribuido ao transportador de sacarose. Estas linhagens
ndo necessitam hidrolisar a sacarose para metaboliza-la, ou seja, o fazem em seu
citoplasma e, posteriormente, os carboidratos resultantes (frutose e glicose) sao
utilizados predominantemente pela via glicolitica.

A atividade de invertase das células, assim como a Gtima temperatura para
crescimento e a velocidade de formacéo do etanol sdo dependentes da composi¢cao
do meio e da linhagem de levedura utilizada (LALUCE et al., 1991). Varios trabalhos
tém demonstrado a atividade invertasica em S. cerevisiae e a influéncia de fatores
ambientais.

Vitolo (1987) estudou a atividade de invertase de células de S. cerevisiae em
melago de cana, em testes com cultura continua constante e nao-constante e
concluiu que durante o cultivo continuo de leveduras, a parede celular e o espacgo
periplasmatico sdo submetidos a mudancgas morfologicas continuas, as quais afetam
a interagéo entre a invertase e moléculas de sacarose, conduzindo a oscilagdo da
atividade invertasica.

Bokassa et al. (1993) estudaram uma linhagem de S. cerevisiae (01k32) com

grande potencial para a sintese de invertase, observando que um meio de melago
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com 3% de ART € um substrato ideal para uma rapida promocdo dessa enzima.
Takeshige; Ouchi (1995) estudaram os efeitos da invertase de levedura na producao
de etanol em meio de melago. Seus estudos mostraram que, em condi¢des atipicas
para o processo de fermentacao alcodlica, ou seja, melaco com 30% de sacarose,
este pode exercer atividade inibitoria, seja por excesso de sais, falta de nutrientes ou
osmolaridade, sendo este ultimo causado, possivelmente, pela concentracdo de

glicose e frutose no meio fermentativo.

6.3 Material e Métodos

6.3.1 Linhagens

Foram utilizadas linhagens pertencentes ao banco de culturas do Laboratério de
Microbiologia Agricola e Molecular (LAMAM), UFSCar-Campus de Araras, da
espécie S. cerevisiae (linhagens 7 - CCT7789, 36 - CCT7788 e 52 - CCT7787,
apresentando colbnias rugosas e células em pseudohifas; e PE-2, colénia mucosa e
células dispersas), conforme descritas em Reis (2011). Essas linhagens foram

armazenadas em meio YPD a 4°C.

6.3.2. Preparo do in6culo

Para os testes de crescimento em meio de caldo de cana e em melaco, as
leveduras foram primeiramente reativadas, transferindo-as para placas de Petri com
meio de cultura solido YPD (em p/v: 1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2%
de glicose e 2% &gar) e incubando-se a 30 °C por 48 horas. Em seguida, duas
alcadas foram retiradas e colocadas em tubos falcons contendo 15 mL de meio
caldo de cana 4 °Brix, acrescido de 1% de solucdo de sais esterilizada (50 g de
sulfato de aménio, 20 g de fosfato monobasico de potassio, 10 g de sulfato de
magnésio, 1 g de sulfato de zinco e 1 g de sulfato de manganés em volume final de
1000 mL), e levados para agitacdo em shaker a 30 °C, 160 rpm, overnight. Apés o
crescimento do in6culo, uma aliquota de 5 mL foi centrifugada a 3400 rpm por 5
minutos, o sobrenadante foi descartado e a massa, em torno de 100 mg, foi
resuspendida em 100 pL de cada meio de crescimento 4° Brix (caldo ou melaco) e

em seguida inoculada nos frascos para crescimento.
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6.3.3 Curvas de crescimento

Foi avaliado o perfil de crescimento das linhagens em melaco e caldo de cana-
de-acucar 4 °Brix (pH 5,5) ao longo do tempo de cultivo, utilizando-se frascos
erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio de cultura (volume final). Os
frascos foram mantidos a 30 °C, 160 rpm de agitacéo, por 72 horas, sendo retiradas
amostras (5 mL) de doze em doze horas. O crescimento das linhagens de leveduras
S. cerevisiae foi avaliado por plagueamento em meio YPD (incubacédo a 30 °C por 48

horas), apos diluicdo seriada das amostras.

6.3.4 Atividade da invertase extracelular

A atividade da enzima invertase in vivo associada as células da levedura foi
determinada segundo protocolo de Silveira, Carvajal e Bom (1996). As células das
leveduras crescidas em caldo de cana e melago foram coletadas (10 mL) por
centrifugacdo a 4 °C, apds 9 horas de cultivo. As células foram pesadas para
estimativa do peso umido da biomassa (em g/L), padronizando-se para cerca de
500-700 mg de massa Umida. O sedimento celular foi lavado duas vezes com
tampdo acetato de sodio 50 mM gelado, pH 5,0, e ressuspendido no mesmo
tampdo, no mesmo volume (10 mL). A seguir, 8 mL da suspenséo celular foi
incubada com 2 mL de solucdo de fluoreto de sodio 250 mM, a 30 °C por 30
minutos, sob agitacdo. A atividade da invertase foi iniciada pela adicdo de 4 mL de
uma solucao de sacarose 300 mM preparada em tampéao acetato de sédio 100 mM,
pH 5,0. A reacdo foi incubada a 30 °C, sob agitacdo, e amostras de 1 mL foram
retiradas e filtradas em membrana de porosidade 0,45 um em intervalos de tempo
de 0, 2, 4, 6, 8 e 10 minutos. A concentragédo de glicose no filtrado foi determinada
por meio do Kit Glucose Liquicolor InVitro®. Os valores obtidos no kit (em mg/dL)
foram divididos por 100 para obter os valores em g/L.

Os ensaios foram realizados em duplicata. As médias apresentadas da atividade
enzimatica sao resultantes de dois testes realizados independentemente.

O calculo da atividade invertasica foi feito da seguinte forma:

1- Foi realizada a regressdao dos dados “g/L de glicose versus tempo de

reacao”. O eixo X foi constituido dos valores de tempo O, 2, 4, 6, 8 e 10
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minutos, e o eixo Y dos valores correspondentes de glicose determinados
no kit, em g/L.

2- O coeficiente angular da equacao da regresséao foi considerado como a
atividade invertasica em g glicose/L/minuto (Al).

3- O calculo da atividade invertasica extracelular em g glicose/h/g biomassa
foi feito da seguinte maneira: [(Al X 60) / biomassa Umida em g/L]

A atividade da enzima foi reportada como gramas de glicose produzida por hora

por grama de célula (peso Umido).

6.3.5 Andlise estatistica

Os resultados das atividades enzimaticas foram submetidos a analise de
variancia, e no caso de diferenca significativa, as médias foram comparadas pelo

teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando-se o software Statistica.

6.4 Resultados e Discussao

Os resultados do crescimento das linhagens rugosas e mucosa de S.
cerevisiae em caldo de cana e melago estéo representados na Figura 1. A linhagem
industrial PE-2 cresceu de forma similar em caldo e melaco, atingindo o pico de
crescimento em 9 horas de cultivo. Segundo Vasconcelos (1987), o melago
apresenta uma concentracdo de nutrientes bem mais elevada do que os mostos de
caldo de cana, porém ndo apresenta o nitrogénio em forma adequada para as
leveduras. Com o experimento realizado, pode-se verificar que 0 melago nao
influenciou o crescimento da linhagem PE-2, porém afetou a fermentacdo, como
demonstrado no Capitulo 1.

As linhagens rugosas apresentaram crescimento similar em caldo e melago
somente nas primeiras horas de cultivo, a seguir, 0 numero de UFC/mL aumentou
mais em melaco do que em caldo de cana. Para a linhagem 52, ndo houve diferencga
no crescimento até 3 horas; para as linhagens 07 e 36, o crescimento foi similar até
9 horas de cultivo. A linhagem 52 teve o crescimento estabilizado dentro de 24 horas
de cultivo, porém as linhagens 07 e 36 ndo apresentaram estabilizacdo no niumero

de colbnias, mostrando um crescimento mais lento em ambos os substratos. Esse
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desenvolvimento mais lento dessas linhagens pode estar ligado com a atividade da
invertase de cada linhagem, que pode ter velocidades de hidrolise de sacarose
distintas.

Os resultados da atividade invertasica para as diferentes linhagens de S.
cerevisiae estdo apresentados na Tabela 1. Verificou-se que as linhagens rugosas
apresentaram uma atividade da invertase inferior a da linhagem PE-2, com excec¢éo
da linhagem rugosa 52, cuja atividade enziméatica ndo diferiu da atividade da PE-2. A
atividade invertasica extracelular para as linhagens de S. cerevisiae foi determinada
nas células coletadas ao final de 9 horas de cultivo, ou seja, ao final da fase
exponencial de crescimento para a linhagem industrial e linhagem rugosa 52. Em 9
horas de cultivo, as linhagens 07 e 36 ainda estavam em fase ativa de crescimento.
Esse crescimento lento da linhagem 36 também foi observado nos experimentos de
crescimento em meios com glicose ou sacarose como Unica fonte de carbono
(CARVALHO, 2014).
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Figura 1 - Curvas de crescimento das linhagens de S. cerevisiae em meio de caldo de cana
(em azul) e melaco (em vermelho), 4 °Brix, pH 5,5, a 30 °C, 160 rpm de agitacédo

Tabela 1 - Atividade da enzima invertase (g de glicose/hora/g de biomassa umida) em
células de S. cerevisiae crescidas em melaco e caldo de cana, apos 9 horas de
cultivo a 30 °C, 160 rpm de agitagéo®

Substrato de crescimento
Linhagem Caldo Melaco Média
PE-2 0,648 0,427 0,537 b
Rugosa 52 0,370 0,397 0,383 ab
Rugosa 36 0,229 0,340 0,284 a
Rugosa 07 0,151 0,198 0,175 a
Média 0,350 A 0,340 A

! Letras maitsculas na linha ou mintsculas na coluna indicam diferenca
significativa entre as médias a 5% de significancia
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Parazzi (2006) verificou que 95,6% da enzima invertase na linhagem PE-2
estava associada as células e somente 6% no vinho delevedurado e 0,4% no
tampéao de lavagem, apdés um ciclo fermentativo em substrato misto caldo e melaco
(1:1). Esse autor obteve resultado superior de atividade invertasica extracelular para
a levedura PE-2 (2,39 g ART/hora/g biomassa umida), porém em condi¢cdes de
fermentacao.

Leveduras industriais apresentaram diferentes atividades de invertase (BG-1=
7,34; FLEISCHMANN= 5,75; CAT-1= 3,76; PE-2= 2,39 g ART/h/g biomassa),
apresentando diferentes velocidades de hidrolise da sacarose tanto em meio de
crescimento como em mostos (PARAZZI, 2006). Sendo assim, o autor concluiu que
a atividade de invertase é dependente da linhagem de levedura, assim como a
velocidade de metabolizacdo dos acucares em meios de crescimentos e mosto.

A diferenca entre as atividades invertasicas das linhagens rugosas em relacao a
linhagem industrial PE-2 € maior em caldo de cana do que em melaco. Como as
linhagens rugosas apresentam uma atividade invertasica inferior a da linhagem
industrial em caldo de cana, é de se esperar que cresgcam melhor em melaco do que
em caldo de cana pela maior disponibilidade de acucar redutor livre no melaco,
como os resultados apresentados no Capitulo 3.

Bokassa et al. (1993), estudando uma linhagem de S. cerevisae ( 01K32) com
grande potencial para a sintese de invertase, observaram que um meio com 3% de
acucar redutor total (ART) é o substrato ideal para uma rapida producdo dessa
enzima. Estudos envolvendo adicéo de invertase comercial no melago comprovaram
que deve haver um equilibrio entre concentracdo de invertase e monossacarideos
formados, caso contrario, h4 aumento na pressdo osmotica do meio e,
consequentemente, um menor rendimento em etanol. Esta pode ser uma possivel
explicagéo para o baixo rendimento da levedura PE-2 nas fermenta¢cdes com melago
descritas no Capitulo 1, em ciclo tnico de fermentacéo.

Basso e Amorim (1998) estudaram o comportamento de diferentes linhagens de
leveduras (PE-2, VR-1, BG-1 e CR-1) quanto ao desempenho fermentativo e a
hidrolise da sacarose em mosto com 17,8% de ART, concluindo que todas as
leveduras apresentam um excelente desempenho fermentativo, porem as linhagens
BG-1, CR-1 e SA-1 hidrolisaram a sacarose em 2 horas, enquanto a PE-2 e VR1 em

6 horas.
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A menor atividade invertdsica apresentada pelas linhagens rugosas em relacao
a linhagem industrial PE-2 merece investigacdo mais aprofundada, a fim de verificar
quais sao as condicbes ambientais em que essa atividade poderia ser aumentada.
Se isso acontecesse, € possivel que os efeitos prejudiciais da contaminacao pela

levedura rugosa pudesse ser atenuado.

6.5 Conclusoes

Houve diferenca entre as linhagens de S. cerevisiae quanto ao crescimento
em diferentes substratos, pois as linhagens rugosas apresentaram um maior
aumento no numero de colénias em melaco do que em caldo no decorrer do tempo
de cultivo. A atividade invertadsica extracelular (associada as células) ndo foi
influenciada pelo tipo de substrato (caldo ou melaco), porém houve diferenca na
atividade da enzima entre as linhagens rugosas e a levedura PE-2, sendo
significativamente menor nas linhagens rugosas, o que pode explicar o crescimento
mais lento apresentado por essas linhagens em comparacdo com a linhagem

industrial.
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7 CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos na presente tese permitem concluir que o tipo de substrato
de fermentacédo, caldo de cana ou melaco, influencia o desempenho da linhagem
industrial PE-2 assim como afeta o desenvolvimento das contaminagfes com as
leveduras rugosas S. cerevisiae na presenca ou auséncia da bactéria L. fermentum,
em fermentacdes sem reciclo celular. De uma forma geral, as linhagens rugosas e L.
fermentum cresceram melhor em melago do que em caldo. O efeito da
contaminacao foi mais evidente quando se utilizou caldo de cana do que melago
como substrato, no caso da contaminagcdo com leveduras rugosas, € 0 inverso no
caso da contaminacdo com L. fermentum.

O efeito da contaminacdo sobre a eficiéncia fermentativa foi mais grave na
presenca da levedura rugosa do que com a bactéria, e a contaminagao dupla (tanto
com a levedura rugosa quanto com a bactéria) ndo teve efeito maior sobre a
eficiéncia fermentativa do que a contaminagcao simples, por um ou por outro micro-
organismo isoladamente, especialmente na fermentacdo em batelada com reciclo
celular, independentemente do substrato. Na verdade, nas fermenta¢des com reciclo
de células, o efeito do substrato foi menos evidente.

O controle do crescimento das linhagens rugosas pode ser realizado modificando
o tratamento acido normalmente realizado na indUstria, seja pela adicdo de etanol a
solucédo acida ou pelo abaixamento do pH, dependendo da linhagem rugosa. N&o
houve efeito dessas modificagbes sobre o crescimento da linhagem industrial. No
entanto, o tratamento combinado baixo pH (2,0) + 13% etanol afetou a fisiologia da
linhagem industrial, trazendo prejuizos a fermentacdo com reciclo celular, com
pequeno controle sobre o crescimento da levedura rugosa e causando morte celular
a L. fermentum. O efeito letal do tratamento sobre a bactéria poderia se constituir
em uma estratégia para o controle dessa contaminacdo quando se detecta efeito
consideravel a producéo de etanol. Utilizando esse tratamento modificado em alguns
ciclos fermentativos, poderia se exterminar a bactéria dos tanques de fermentacéo,
mesmo que isSsO possa trazer prejuizo ao rendimento da fermentagao
transitoriamente.

O tipo de substrato de fermentacdo né&o interferiu no efeito do tratamento
combinado sobre a eficiéncia fermentativa, seja no sentido de minimizar ou

maximizar o prejuizo.
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A diferenca na atividade invertasica entre as linhagens rugosas e industrial de S.
cerevisiae pode ser a responsavel pela fermentacdo lenta apresentada pelas
linhagens rugosas quando presentes na fermentacdo, sendo nao significativa a
influéncia do substrato sobre a atividade dessa enzima.

Concluiu-se portanto, que a utilizacdo de caldo de cana ou melaco como
substrato da fermentacédo poderé afetar o desenvolvimento das contaminacdes e as
interacbes entre 0s micro-organismos durante a fermentacdo, e que € possivel
modificar a etapa do tratamento celular acido para obter o controle do crescimento
dos contaminantes, leveduras S. cerevisiae rugosas e L. fermentum no processo
fermentativo para producdo de etanol combustivel. No entanto, havera prejuizo ao
rendimento fermentativo. Sendo assim, a adocao do tratamento modificado deve ser

avaliada frente ao efeito que a contaminacgéo pode causar se nao for controlada.
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ANEXO
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Tabela 1 - Curvas-padrdes obtidas para quantificagdo do niumero de bactérias e leveduras

Micro-organismo (unidade) Equacao (coeficiente de correlacéo)?

S. cerevisiae PE-2 (X 10’ UFC/mL) Y=0,812 X - 0,0404 (R2 = 0,9607)
Y = 0,0588X + 0,2749 (R2 = 0,8749)

S. cerevisiae - Rugosa 7 (X 10’ UFC/mL)
S. cerevisiae - Rugosa 36 (X 10" UFC/mL) Y=0,4051X + 0,0969 (R? = 0,846)
S. cerevisiae - Rugosa 52 (X 10" UFC/mL) Y= 0,6005X - 0,0838 (R2 = 0,9146)
L. fermentum ATCC19255 (X 10" UFC/mL) Y= 10,0032 X + 0,0881 (R*= 0,9539)

1yY= absorbancia a 600 nm; X= nimero de UFC/mL



