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RESUMO

O bioetanol representa uma alternativa sustentavel tanto no ambito ambiental quanto
econdmico para suprir a demanda energética, ao invés de combustiveis fésseis, pois
esse processo pode apresentar um balango de CO2 neutro. A producao de etanol
ocorre de maneira nao-estéril e isso implica em contamina¢des microbianas que
podem afetar o rendimento de etanol. Entender as contaminagbes microbianas na
fermentacao, a formacao da comunidade microbiana e seu impacto sobre a eficiéncia
do processo sdo aspectos que ainda devem ser melhor investigados. Portanto, o
presente trabalho objetivou caracterizar a microbiota de amostras de hidrolisado de
milho, xarope de cana e caldo de cana; estudar o rendimento de etanol na
fermentacao de mosto misto; estudar o efeito da contaminagdo microbiana inerente
as matérias-primas no rendimento de etanol; e avaliar a influéncia da concentragao
inicial de inéculo de Ethanol red™ no rendimento etandlico. A caracterizagéo
microbiana da matéria-prima, por meio da identificagdo dos microrganismos presentes
em amostras de matérias-primas comumente utilizadas na producao de etanol, assim
como a caracterizacao cinética e tolerancia ao estresse etandlico, podem conduzir ao
melhor entendimento do processo. Em geral, a levedura Ethanol red™ possui
velocidade especifica maxima de crescimento (umax = 0,66 h') maior do que a
contaminacgao inerente as matérias-primas. Dos microorganismos isolados, somente
a bactéria acido latica Leuconostoc mesenteroides apresentou Pmax (0,14 h') superior
Ethanol red™ (umzx = 0,11 h™') sob estresse etandlico a partir de 10% v'v-' de etanol.
Apods a fermentacdo, nenhuma coldnia bacteriana foi isolada das amostras de vinho.
O melhor rendimento da fermentagdo em mosto misto foi 87% na proporc¢ao 80:20%
v-v-1. Dentre todos as condigbes de tratamento da contaminacgéo, o maior rendimento
obtido (92%) ocorreu em mosto misto na proporgdo de 90:10% v-v-! submetido a
irradiagdo. E, o menor rendimento (73%) foi obtido em mosto misto 70:30% v'v-! sem

tratamento.

Palavras-chave: Fermentacao etandlica; Contaminagdo microbiana; Mosto misto;

Rendimento; Concentragao de inéculo.



ABSTRACT

Bioethanol represents a sustainable alternative in both environmental and economic
terms to meet energy demand, instead of fossil fuels, because this process can present
a neutral COz2 balance. Ethanol production occurs under a non-sterile conditions and
this implies microbial contamination that can affect ethanol yield. Yet more
investigation is still needed to understand microbial contamination in fermentation, the
formation of the microbial community and its impact on process efficiency. Therefore,
the present work aimed to characterize the microbiota of samples of corn hydrolyzate,
sugarcane syrup and sugarcane juice; to study the ethanol yield in mixed wort
fermentation; to study the effect of microbial contamination inherent to raw materials
on ethanol yield; and to evaluate the influence of the initial concentration of Ethanol
red™ inoculum on the ethanol yield. The microbial characterization of the raw material,
through the identification of microorganisms present in samples of raw materials
commonly used in the production of ethanol, as well as the kinetic characterization and
tolerance to ethanolic stress, can lead to a better understanding of the process. In
general, Ethanol red™ yeast has a maximum specific growth rate (umsax = 0,66 h™)
greater than the inherent contamination of the raw materials. Of the microorganisms
isolated, only the lactic acid bacteria Leuconostoc mesenteroides showed higher pmax
(0,14 h") than Ethanol red™ (umax = 0,11 h') under ethanolic stress from 10% v-v-' of
ethanol. After fermentation, no bacterial colonies were isolated from the wine samples.
The best yield of fermentation in mixed must was 87% in the proportion 80:20% v-v-'.
Among all the contamination treatment conditions, the highest yield obtained (92%)
occurred in mixed must in the proportion of 90:10% v-v-! submitted to irradiation. And,

the lowest yield (73%) was obtained in mixed must 70:30% v-v-! without treatment.

Keywords: Ethanol fermentation; Microbial contamination; Mixed wort; Yield; Inoculum

concentration.
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1 INTRODUGAO

Motivos econdmicos, ambientais e geopoliticos, ampliaram os esforgos em busca
de alternativas baseadas em matérias-primas renovaveis. Obtido pela fermentacao de
plantas, o bioetanol emite CO2 neutro, contribuindo para manter o ciclo do carbono
estavel. Devido ao consumo de matéria-prima fossil, os combustiveis mais tradicionais
aumentam a concentracdo de diéxido de carbono na atmosfera proveniente do
subsolo (ABO et al.,, 2019; PIRES et al., 2011). Segundo relatorio do Painel
Intergovernamental sobre Mudancgas Climaticas (IPCC, 2021), diéxido de carbono é o
principal gas do efeito estufa antropogénico.

O Brasil tem a maior matriz energética sustentavel no mundo (energias renovaveis
representam aproximadamente 43,5% de toda energia). Ademais, a produgédo de
etanol do Brasil € a mais eficiente do mundo devido a qualidade da matéria-prima e
as condigbes climaticas favoraveis (SILVA; CASTANEDA-AYARZA, 2021). Maior
produtor mundial de etanol até 2006, possuindo uma producdo anual superada
somente pelos Estados Unidos, o Brasil é o segundo lider mundial de producéo de
etanol desde entao (DARODA; CUNHA; BRANDI, 2021; KARP et al., 2021).

A industria sucroenergética brasileira utiliza principalmente o processo de
fermentacdo Melle-Boinot, caracterizado por batelada alimentada com alta
concentragao celular. Esse processo ocorre em condigbes ndo estéreis, ou seja, ja
existe uma contaminagdo microbiana intrinseca na fermentacédo (LINO et al., 2021).

A perda de rendimento num bioprocesso de etanol esta em geral relacionada ao
aumento da contaminagdo microbiana na dorna de fermentacdo (BREXO; SANT’ANA,
2017; TSE; WIENS; REANEY, 2021). A contaminagdo bacteriana durante a
fermentacdo ocorre principalmente por géneros Acectobacter, Lactobacillus,
Pseudomonas, Bacillus, Streptococcus e Leuconostoc (BREXO; SANT'ANA, 2017).
Ela pode afetar o rendimento de etanol ou mesmo inviabilizar o processo, sendo
necessario interromper a planta para limpeza antes de retomar a producao
(BECKNER; IVEY; PHISTER, 2011). Bactérias acido laticas s&o contaminagdes
comuns que podem permanecer ou mesmo predominar no processo. Isso porque elas
conseguem melhor adaptagcéo as condigbes de fermentacéo (alta concentragao de
etanol, pH acido e baixo oxigénio) (LUCENA et al., 2010). As leveduras selvagens
capazes de produzir etanol, especialmente, espécies de Saccharomyces,



Schizosaccharamyes e Pichia, também sao contaminagdes recorrentes que podem
comprometer o sucesso da fermentacdo (BREXO; SANT'ANA, 2017).

Entender a influéncia da contaminacdo no rendimento de etanol, quando a
contaminagdo pode representar implicagdes no processo e 0S microrganismos
potencialmente deletérios sdo importantes aliados para dirimir solucdes e obter

sucesso durante a producao de etanol.



2 REVISAO DA LITERATURA
21 Producao de bioetanol: Um panorama geral

O etanol derivado de plantas, obtido pela fermentagcdo de matéria organica, é
designado bioetanol (BREXO; SANT'ANA, 2017). Trata-se de um combustivel
ambientalmente e economicamente sustentavel. Sua utilizacdo, ao invés de
combustiveis fosseis, reduz a taxa de emissao de CO:2 do setor de transporte global.
No sistema de producgéo de etanol de primeira geragao (1G), o ciclo de vida do diéxido
de carbono do etanol de cana-de-agucar é mais rapido (JAISWAL et al.,, 2017;
KARNAUSKAS; MILLER; SCHAPIRO, 2020).

Em 2020, a produgdo mundial de etanol atingiu cerca de 105 bilhdes de litros
(REN21, 2021). Maior produtor mundial, os Estados Unidos sdo responsaveis por 53%
da produgédo global, seguido pelo Brasil, que detém 31% da producao (RFA, 2021).
Nos Estados Unidos, o amido de milho corresponde a trés quartos da quantia de
matéria-prima utilizada para a produgdo de biocombustiveis. A maior parte da
producdo de etanol no Brasil é feita a partir de cana-de-acticar (ALONSO-GOMEZ;
BELLO-PEREZ, 2018). Atualmente, na industria flex, & possivel permutar entre
matérias-primas. Essa tecnologia favorece a rentabilidade em detrimento da

sazonalidade e do superavit do agronegocio (ALCANTARA et al., 2020).

Em geral, a producdo de etanol consiste em quatro etapas principais:
conversao da matéria-prima, fermentagao, recuperacado de etanol e armazenamento
de etanol (WONGSURAKUL et al., 2022). A fermentagcado é a operagao unitaria do
biopocesso de etanol em que o rendimento e a viabilidade econémica podem ser
determinantes. Na produgéo industrial, via de regra, a dorna de fermentagao atinge
de 100000 a 600000 L. E, a concentragao final de etanol entre 7-18%, com
produtividade de 2-6 g/(L'h). No Brasil, o processo de fermentagcdo em geral é
realizado em batelada alimentada com reciclo. A concentracao celular de leveduras
elevada (8-12%) abrevia o processo, sendo relativamente rapido (6-12 h). Por meio
da Tabela 1, € possivel observar as caracteristicas gerais dos bioprocessos realizados

nos dois principais produtores de bioetanol muindiais (LOPES et al., 2016).
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Tabela 1: Parametros da producio de bioetanol combustivel das duas nagdes
lideres mundiais de producéo.

Caracteristicas EUA Brasil

Principal matéria-prima Milho Cana-de-agucar

Com reciclo de

Processo de fermentacao Sem reciclo de levedura levedura
Sélidos em suspensao > 30% <1%
Rendimento da fermentacao 85 -90% 90 - 92%
Tempo de fermentagao 54 — 72 horas 6 — 12 horas
Concentragao de levedura 3-4% 8-12%
Concentragao de etanol 12 —18% (v-v') 7—12% (v-v)
Operacao da usina 345 dias 200 — 240 dias
DDGS para alimentagao Vinhaca para
Principal sub-produto animal fertirrigagao

Fonte: LOPES et al. (2016).

A fermentacao etandlica ocorre principalmente pela levedura Saccharomyces
cerevisiae. Ela é amplamente utilizada em larga escala devido ao seu desempenho
em rendimento de etanol (> 90,0% do rendimento tedrico) e produtividade (> 1,0 g-L
-h''), e seu metabolismo é bem conhecido. Ela pode tolerar pH baixo e altas
concentragdes de etanol (> 40,0 g-L') (AZHAR et al., 2017). Essas caracteristicas
possibilitam um processo ndo estéril. A maior parte das leveduras apresentam
condicdes fisico-quimicas 6timas de crescimento de 20 a 30°C e pH entre 3,2 e 6,0
(BREXO; SANT’ANA, 2017).

E possivel obter etanol a partir de diversas matérias-primas. Uma das
caracterististicas mais relevantes das matérias-primas utilizadas para producado de
etanol é seu teor de acucares. Cada matéria-prima requer procedimentos diferentes

para sua conversdo em acgucares fermentessiveis assimilaveis pela levedura
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(WONGSURAKUL et al., 2022). Na producédo de etanol combustivel, os agucares
devem ser fermentados com muito boa eficiéncia, pois o produto possui baixo valor
agregado e o principal custo esta atrelado a matéria-prima (BATISTA; MILETTI,
STAMBUK, 2004).

2.2 Matérias-primas na producao de etanol

Conhecido como alcool etilico ou quimicamente C2HsOH, o etanol pode ser
produzido por via quimica ou bioquimica. A via quimica € baseada na hidratacdo de
etileno, enquanto na rota bioquimica mono-, oligo- e polissacarideos s&o convertidos
em etanol por fermentagao (LOPES et al., 2016; LOYTE et al., 2022). A maior parte
do etanol combustivel no mundo é produzida a partir de matérias-primas renovaveis.
O bioetanol pode ser classificado em quatro geragdes, de acordo com a matéria-prima
utilizada em sua produgéo: primeira geracéo (1G), segunda geragao (2G), terceira
geracgao (3G) e quarta geracao (4G) (WONGSURAKUL et al., 2022).

O etanol 1G pode ser produzido a partir de fontes sacarinas (cana-de-agucar e
beterraba) e amilaceas (milho e trigo) (BASSO; BASSO; BASSO, 2020; LOPES et al.,
2016; PETERS, 2006; SANCHEZ et al., 2020). A sacarose é um dissacarideo
hidrolisado em glicose e frutose pela enzima invertase (Figura 1), cuja levedura S.
cerevisieae naturalmente pode sintetizar. Tais mondmeros por sua vez podem ser
fermentados. Quando o etanol é produzido a partir da cana-de-agucar, tanto o caldo
quanto o xarope podem ser utilizados. O xarope é um residuo viscoso da produgao
de agucar gerado apos as etapas de evaporagao e cristalizagédo do caldo de cana. Ele
possui alta osmolaridade, por isso pode ser armazenado por longo periodo sem
deterioragdo microbiolégica. Ao ser bombeado para a dorna de fermentacéo, ele é
previamente diluido (RUDOLF; KARHUMAA; HAHN-HAGERDAL, 2009).
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Figura 1: Hidrélise enzimatica de sacarose pela invertase em glicose e frutose, assim
como a estequiometria da reagao. Fonte: Baseado em SCHWEINBERGER,;
TRIERWEILER; TRIERWEILER (2019); TOLEDO et al. (2019).

O etanol pode ser produzido a partir de amido de milho por duas vias: moagem
umida ou moagem seca. No processo de moagem umida, primeiramente, o grédo &
submergido em agua a 49-53°C. Isso faz com que o grado descasque, amoleca e
absorva agua. E entdo, o grdo umido € moido e germes, fibras e gluten sao separados,
finalmente, o amido é seco. Numa planta de moagem a seco, o grdao é moido para
aumentar sua area superficial, sem separacdo dos componentes. O amido é um
polissacarideo constituido de amilose e amilopectina (Figura 2). A amilose é um
polimero linear de glicose unidas por ligacbes a-1,4’-glicosidicas, podendo
representar de 20 a 30% da composi¢do do amido. E, a amilopectina é um polimero
nao linear de glicose com ligagdes a-1,4’-glicosidicas na cadeia principal e
ramificagbes com ligagbes a-1,6’-glicosidicas (RUDOLF; KARHUMAA; HAHN-
HAGERDAL, 2009).
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Figura 2: (a) Micrografia eletronica de varredura (MEV) do granulo de amido de
milho. (b) MEV de uma sec¢ao do granulo de amido. (c) Representagao da estrutura
do gréo de amido. (d) Estrutura molecular da amilose e da amilopectina. Fonte: (a)

Adaptado de SZYMANOWSKA-POWALOWSKA et al. (2012). (b) Adaptado de

SEUNG; SMITH (2019). (c) Adaptado de TAO et al. (2020b). (d) Baseado em
EGGLESTON; FINLEY; DE MAN (2018).

A levedura ndo pode fermentar amido diretamente. Portanto, a molécula
precisa ser previamente hidrolisada por enzimas exdgenas. Ha um consorcio
enzimatico que age senergisticamente na hidrolise do amido (Figura 3). Dentre as
enzimas amiloliticas, a a-amilase e a 3-amilase podem hidrolisar o amido em produtos
menores e por isso tem mais destaque. Em ambos os preparos do grao mencionados,
umido ou seco, a hidrolise do amido é semelhante. Ap6s a moagem, o milho passa
pela etapa de liquefagdo. Sob temperatura elevada, o amido € hidrolisado pela a-
amilase em dextrinas de variados comprimentos de cadeia. E entdo, as dextrinas sdo
hidrolisadas em glicose pela glicoamilase. O processo € mais econdmico se a hidrélise
inicial for suprimida, ou seja, se a hidrolise ou sacarificagéo e a fermentagao forem
simultaneas (SSF, do inglés, Simultaneous Saccharification and Fermantation)
(RUDOLF; KARHUMAA; HAHN-HAGERDAL, 2009).
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Figura 3: (a) Processo de hidratagao (ii), aquecimento (iii) e formagao de gel (iv) do
grao de amido (i). (b) Hidrdlise enzimatica da amilose e da amilopectina. Fonte: (a)
Adptado de GHANBARZADEH; ALMASI (2013). (b) Adaptado de CUCOLO (2009).

O etanol de segunda geracgéao ou 2G ¢é obtido a partir de material lignocelulésico
(biomassa residual). A matéria-prima lignocelulésica é submetida a etapa de pré-
tratamento (hidrélise) para obtengéo de agucares fermentesciveis. O etanol 2G € mais
ambientalmente sustentavel do que o biocombustivel 1G, pois possibilita a utilizagao

de matérias-primas nao alimentares e, especialmente, biomassa residual. Porém,
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economicamente, os processos atuais de hidrolise do material lignoceluldsico
restringem a aplicacdo dessa matéria prima na industria. Pois, esse tratamento
geralmente ocorre em condi¢des extremas de pH ou pela aplicagado de enzimas que
oneram o custo de producdo (AMJAD et al., 2020; DUQUE et al., 2021; SANCHEZ et
al., 2020). Atualmente, a tecnologia de producao de etanol 1G possui maturidade
comercial, enquanto o etanol 2G ainda nao é competitivo (BASSO; BASSO; BASSO,
2020; SANCHEZ et al., 2020).

As macroalgas, um recurso renovavel abundante e neutro em carbono, sao
agora consideradas como biomassa para a produg¢ao de etanol de terceira geragéo
(3G). Com varias espécies ricas em carboidratos, macroalgas sao conhecidas por seu
baixo ou nulo teor de lignina, e sdo adequadas a produgao de bioetanol (BORINES;
DE LEON; CUELLO, 2013). Entretanto, a baixa produgao de biomassa obtida ainda
inviabiliza sua aplicagdo em escala industrial. Ademais, a obtengdo da biomassa
demanda elevado consumo energético. Para um processo 3G economicamente
viavel, é necessario melhorar seu custo-beneficio e sua eficiéncia energética
(BEHERA et al., 2015).

O etanol 4G, por sua vez, é aquele obtido apds o processamento de algas
geneticamente modificadas. Vale ressaltar que apenas o etanol 1G e 2G foram
produzidos comercialmente (GONCALVES et al., 2021).

Mesmo dispondo de amplas possibilidades de matéria-organica para a
fermentacao alcodlica, a definicdo da matéria-prima segue algumas restricées, como
cultura agricola local, aspectos ambientais e de seguranga alimentar (BREXO;
SANT'ANA, 2017). Atualmente, & possivel produzir etanol a partir de diferentes
matérias-primas numa mesma planta industrial e superar o periodo de entressafra
(LOPES et al., 2016).

A matéria-prima selecionada configura a composigédo de agucares e nutrientes
do mosto. Portanto, a matéria-prima influencia fatores inerentes a fermentacao, tais
como, a eficiéncia da fermentacdo e a formacdo de metabdlitos secundarios
(PETERS, 2006). Por isso, & essencial compreender como o0s parametros da

fermentacao estao relacionados com os principios da bioquimica da fermentacao para
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obter um bioprocesso bem sucedido (BAI et al., 2004; BREXO; SANT’ANA, 2017;
CARVALHO et al., 2003).

2.3 Bioquimica da fermentagao de etanol

A fermentagao € o processo bioquimico de oxidagédo incompleta da glicose (a
oxidagao ocorre em nivel de substrato). Nesse processo um produto oxidavel é
formado (Figura 4). Ela ocorre em duas sequencias: glicélise (via EMP ou Embden-
Meyerhof-Parnas) e metabolismo anaerdbico do piruvato. Na via glicolitica uma
molécula de glicose é convertida por meio de dez reagdes subsequentes enzimaticas
em duas moléculas de piruvato que formam também por reagbes enzimaticas
aceltaldeido, e entéo, etanol (NELSON; COX, 2018).

glicose

|

2 NAD* ‘ e,
Glicolise ( 3
2 NADH+H* .. Jp»- 2 NADH+H* 2 NAD*

«

2CO, 5 :
ZEa 2 piruvato /—b 2 acetaldeido 2 etanol
. PDC ADH
v Fermentacao alcodlica

Respiracao

Figura 4: Diagrama da via metabdlica da fermentagao alcodlica. Fonte: Adaptado de
SAIKA et al. (2006).

Segundo a equacdo estequiométrica de Gay-Lussac, teoricamente, a
fermentacao produz até 0,51 g de etanol e 0,49 g de CO2 a cada 1,00 g de glicose
consumida (vide Equacgdes 1 e 2) (ABO et al., 2019; NELSON; COX, 2018). Na pratica,
entretanto, o rendimento maximo estimado é 0,484 g de etanol/g de glicose, ou 94,7%
em relagdo ao teodrico. Isso porque a levedura também demanda energia para a
sintese de novas células e outros subprodutos. Na industria brasileira, entretanto, o
rendimento de etanol situa-se na faixa de 92 a 93% do valor tedrico. Enquanto, o
percentual restante supri o metabolismo da célula (ABO et al., 2019; AMORIM et al.,
2011).

17



CoHy,0, > 2C,H 0 + 2C0, (1)

__ 92getanol C-1
Pl = 180g glicose 0511g-g (2)
Cada molécula de agucar desviada da fermentacao implica na perda de duas
moléculas de piruvato que poderiam ser utilizadas para a producéo de duas moléculas

de etanol pela levedura (NELSON; COX, 2018).

O dlicerol e o succinato sdo os principais subprodutos da fermentagao
alcdolica. Nesse caso, aproximadamente 3-5% do substrato € utilizado pela levedura
na sintese de subprodutos. A formacao de glicerol ocorre quando ha escassez de
oxigénio para a regeneracdo do NAD*H* oxidando o NADH*H*. Enquanto o succinato
é formado em aerobiose sob altas concentragbes de glicose pelo ciclo dos acidos
tricarboxilicos (TCA). No ciclo do acido citrico, o acetaldeido eventualmente pode
formar acetato. Apesar de ser um produto secundario minoritario, o acetato provoca o
acumulo de NADH que induz a formagado de glicerol (BABAZADEH et al., 2017;
BIDEAUX et al., 2006).

No decorrer da fermentacédo, o acumulo de etanol no meio causa estresse a
célula. Isso retarda o processo e provoca morte celular. Ademais, as leveduras podem
ser inibidas pela concentracdo de substrato. O estresse provocado pela diferenca de
pressao osmotica fora e no interior da célula resulta em perda de células viaveis,
crescimento reduzido e células com tamanhos menores (STANLEY et al., 2010;
VOORDECKERS et al., 2020).

Além disso, a fermentacdo na producao de etanol € nio estéril. Devido ao alto
teor de compostos organicos e inorganicos das matérias primas, a fermentagao é
suscetivel ao crescimento de varios microrganismos contaminantes, que afetam a
eficiéncia da fermentagcdo da levedura. Um dos problemas mais pertinentes na
fermentacdo industrial é a contaminagdo microbiana (BREXO; SANT'ANA, 2017;
PETERS, 2006; SEO et al., 2020).
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2.4 Contaminagao na producao de etanol

A producédo industrial de etanol combustivel ja ocorre na presenca de
contaminag¢des microbianas (BECKNER; IVEY; PHISTER, 2011). As matérias-primas
utilizadas para a produgéo de etanol em geral constituem ambientes hdspitos para o
crescimento de varios tipos de microrganismos; sendo fontes de nutrientes organicos
e inorganicos (PETERS, 2006). A redugcdo do rendimento de etanol esta
frequentemente associada ao aumento da contaminacdo microbiana na dorna de
fermentacédo (BREXO; SANT'ANA, 2017; TSE; WIENS; REANEY, 2021).

E possivel escalar varias implicacdes associadas a contaminagdo microbiana
durante o processo fermentativo (Figura 5): reducéo do rendimento e da produtividade
de etanol, consumo de acgucares fermentesciveis, oxidacdo do etanol através da
fermentacao acética, perda de velocidade de crescimento da levedura e aumento do
tempo de batelada ou mesmo causando morte celular das leveduras devido a toxinas
e acidos organicos secretados no mosto. O &cido latico e o acido acético, formados
pela contaminacdo bacteriana, podem inibir o metabolismo e o crescimento de
leveduras que € agravado pela presenga das bactérias viaveis. Isso porque a sintese
de acidos orgéanicos diminui o pH do meio. A contaminagdo pode inclusive
impossibilitar o reciclo de leveduras (BREXO; SANT'ANA, 2017; NOBRE; HOR!II;
ALCARDE, 2007; SEO et al., 2020).
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Figura 5: ImplicagGes associadas a contaminagao microbiana na fermentacao
etandlica. Fonte: Baseado em BREXO; SANT’ANA (2017); NOBRE; HORII;
ALCARDE (2007).

Dentre as bactérias contaminantes no bioprocesso de etanol, espécies dos
géneros Acectobacter, Lactobacillus, Pseudomonas, Bacillus, Streptococcus e
Leuconostoc, principalmente, afetam a eficiéncia da fermentagdo, ou mesmo, podem
estagnar o processo, sendo necessario parar a planta para limpeza antes de iniciar
uma nova fermentacdo (BREXO; SANT'’ANA, 2017). As bactérias &cido laticas (BAL)
sao infecgdes bem comuns no bioprocesso etandlico, isso porque sao tolerantes ao
etanol e a baixo pH (LUCENA et al.,, 2010). BISCHOFF e colaboradores (2009),
avaliaram o efeito da contaminacdo de sacarificado de milho por Lactobacillus
fermentum na produgdo de etanol e constataram que uma contaminagdo de
108 UFC-mL"" provocou uma redugao de 27% no rendimento de etanol e aumento de

39,3 g-L-' na concentragao de glicose residual.

A contaminacéao por leveduras selvagens também é um problema recorrente.
Muitos géneros de leveduras sao capazes de sintetizar etanol, em especial,
Saccharomyces, Schizosaccharamyes e Pichia (BREXO; SANT'ANA, 2017).

As relagdes intermicrobianas definem a comunidade permanente, assim como
sua dinamica e sua funcionalidade. Um estudo do efeito da contaminacao abrange
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varios fatores, tais como, tipo de matéria-prima, os tipos de estirpes e a sinergia

microbiana, a carga de contaminantes e a cinética bioquimica (LINO et al., 2021).

Mediante sua relevancia, a diversidade microbiana na produgao de etanol vem
sendo investigada em muitos estudos (COSTA et al., 2015; FIRMINO et al., 2020; LlI;
HEIST; MOE, 2016; QUEIROZ et al., 2020). Identificar a contaminagao microbiana e
entender a contaminacgao potencialmente persistente e dominante € uma informagao
chave para enteder e escolher quando e qual método de controle da contaminacéao é
mais apropriado (CECCATO-ANTONINI, 2018).

2.5 Método de identificagao e caracterizagao de microrganismos

Por muitos anos, a identificacdo e caracterizacdo microbiana foi realizada
exclusivamente pela abordagem fenotipica (caracterizagao morfoldgica, bioquimica e
fisiologica). Porém, esse método é considerado demorado, requer trabalho intensivo
e seus resultados conduzem muitas vezes a incertezas (FRANCO-DUARTE et al.,
2019). O advento das tecnologias omicas (genémica, transcriptémica, proteémica,
metagendémica, metatranscriptbmica e metaboldmica) ampliou as fronteiras da
ciéncia. Via de regra, tais tecnologias possibilitaram cada vez melhor realizar a
caracterizagdo de microrganismos. Além do progresso tecnoloégico, busca-se
constantemente estratégias para reduzir os custos, tornando essas ferramentas mais
acesciveis (GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016; YUGI et al., 2016). Na
Figura 6 foi apresentado um esquema com uma visdo geral dos métodos de
identificacédo microbiana.
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METODOS DE IDENTIFICAGAO MICROBIANA

CLASSICO MOLECULAR
l | | |
Morfoldai METODOS METODOS
— Morfologico BASEADOS EM DNA BASEADOS EM PROTEINAS
— Fisiologico | |
Bioquimi — Hibridizacdo \ \
= Eoquimico , Técnicas Espectrometria
Sequenciamento Imunolégicas de massa
— gPCR*
— RFLPs**
MALDI
TOF
*gqPCR: real-time Polymerase Chain Reaction

** RFLPs: Restriction Fragment Length Polymorphism

Figura 6: Fluxograma sintetizando os métodos de identificagdo de microrganismos.
Fonte: Adaptado de QUINTELA BALUJA et al. (2014).

Os microrganismos sao tradicionalmente classificados com base em suas
propriedades morfolégicas, fisiolégicas e bioquimicas (HIERRO et al., 2004). Os
métodos utilizados levam em consideragdo muitos aspectos, tais como, a morfologia
da colbnia, crescimento em meio seletivo, velocidade de crescimento, metabolismo,
patogenicidade, resisténcia a antibidticos, entre outros (NELSON; COX, 2018).
Porém, além de ser um método complicado e demorado, também pode ser ambiguo
conduzindo a resultados equivocados. O advento de tecnologias biomoleculares
possibilitou caracterizar e identificar microrganismos com base no DNA de maneira

rapida e precisa em relagdo aos meétodos mais tradicionais (HIERRO et al., 2004).

As técnicas moleculares representam uma ferramenta importante para a
identificacdo de microrganismos. Técnicas baseadas na reacdo em cadeia da
polimerase ou PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction) possibilitam a
diferenciagao intraespécie e a identificagdo de espécies de microrganismos. Na
reacdo de PCR, sequéncias especificas de acido desoxirribonucleico
(deoxyribonucleic acid - DNA) sdo amplificadas in vitro. Por meio dela, é possivel

amplificar exponencialmente o DNA a partir de uma quantidade inicial de material
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genético pequena (DEVESA-PEIRO; SANCHEZ-REYES; DIAZ-GIMENO, 2020;
VALONES et al., 2009).

Instrumentagdes analiticas inovadoras possibilitaram a aplicagdo da
espectrometria de massas na identificagdo de biomoléculas. Isso porque tornou-se
possivel obter espectros com boas resolugdes de proteinas intactas. E, assim,
emergiu um método protedmico de identificagdo microbiana mais rapido e mais

econdmico, baseado em impressdes digitais ribossomais (CLARK et al., 2018).

Um entendimento mais detalhado do sequencimento genético e da
identificacdo microbiana por meio de espectrometria de massas, alguns dos principais
meétodos de identificacdo amplamente utilizados, pode ser adquirido nos subtdpicos
2.5.1 e 2.5.2 desta secéo.

2.5.1 Identificagdo pelo sequenciamento do gene 16S/18S

O sequenciamento de pequenas subunidades do gene rRNA é uma abordagem
amplamente aplicada na identificacdo e caracterizacdo microbiana, devido a sua
ubiquidade em todos os dominios da vida. Entdo, sequéncias de DNA amplificadas
(amplicons) do gene 16S rRNA em Bactérias e Archaea ou gene 18S rRNA em
Eukarya sdo impressbes digitais dos microrganismos. Essa técnica envolve as
seguintes etapas: rompimento celular, purificacdo do DNA e amplificagédo pela reagéo
de PCR, eletroforese, purificagcdo do produto de PCR, sequenciamento genético e
analise dos dados (SINCLAIR et al., 2015).

Normalmente utilizados no rompimento celular, detergentes como CETAB
(brometo de cetiltrimetil aménio), lauril sulfato de sodio, triton e dodecil sulfato de sédio
(SDS) sao capazes de emulsificar lipideos da membrana e dissociam lipoproteinas.
Detergentes promovem a lise celular por meio da remogéo das camadas lipidicas da
membrana externa e da parede celular, expondo o DNA para a purificagdo. Os
solventes orgénicos atuam como agentes desproteinizantes. Esses agentes rompem
a integridade celular e desnaturam proteinas. Assim, eles fazem com que os acidos

nucléicos fiquem em solugdo aquosa. O EDTA é um agente quelante bastante
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utilizado. Ele quela ions divalentes, por exemplo, o ion de magnésio Mg?*. Muitas
proteinas de membrana e muitos constituintes celulares dependem desses cations de
valéncia. Ademais, o ion Mg?®* é um cofator enzimatico de muitas nucleases,
principalmente DNAses. Ao formar um complexo quelante com o Mg?*, o EDTA inibe
a agao dessas enzimas e, consequentemente, a degradagao do DNA (HARRISON,
2011; OTTO et al., 2012; PRAPULLA; KARANTH, 2014).

Na amplificagdo enzimatica do DNA pela reacdo de PCR, cépias de DNA sao
feitas in vitro (Figura 7). Para isso, misturam-se elemento basicos da replicagao natural
do DNA: o DNA molde, dois iniciadores de oligonucleotideos (primers) que definem a
sequéncia génica a ser amplificada, a enzima Taq ou outra polimerase de DNA
termoestavel, desoxirribonucleosideos trifosfatos (INTPs) e um tampéao (OTTO et al.,
2012; SHENDURE et al., 2017). A técnica é feita por meio do termociclador onde é
possivel programar temperatura e tempo de atuagédo de cada etapa da reagao, a fim
de amplificar um fragmento de interesse definido pelos oligonucleotideos iniciadores
senso (5’-3’) e antissenso (3’-5’) especifico que se liga ao DNA molde naquele ponto
de interesse (BANOS et al., 2018; WAGNER et al., 2018).

24



ETAPA 2

RESFRIAR ETAPA 3

ETAPA 1 PARA )
ANELAR SINTESE DE DNA

AQUE R 5 3
PARA 0s q ﬁ_' 3,W

SEPARAR INICIADORES + DNA-polimerase

. AS FITAS +dATP P
g_g +dGTP rri?r?eui:gsc?c‘!)o
R +dcTp p
Regido do DNA de +dTTP , ;
fita dupla a ser amplificada .. S —Y—» 3
m .
Par de
= = iniciadores
PRIMEIRO CICLO DE AMPLIFICACAO
(A)
AQUECER
PARA
SEPARAR
AQUECER AS FITAS
PARA E
SEPARAR RESFRIAR
AS FITAS PARA
E ANELAR .
RESFRIAR ) oS SINTESE
PARA SINTESE INICIADORES DE DNA
ANELAR DE DNA ] [ E—— ]
0s - - ‘<
INICIADORES [ E— ]
- - = m
—
- - '<
-
- [N _<
N | —
- —— (=N - -
- -
=N [N _<
- -_— -
Produto do
primeiro ciclo - - _<
—
=N S = - -
- - - _ = _<
1 - -
-
[ B ] m - _<
- - - .
B ————
(=N % _<
[ ] ]
FINAL DO SEGUNDO CICLO (produz quatro TERCEIRO CICLO (produz oito
PRIMEIRO CICLO moléculas de DNA de fita dupla) moléculas de DNA de fita dupla)

(B)

Figura 7: Representagédo esquematica da reagcdo em cadeia da enzima polimerase
(PCR). Em (A), detalhe do primeiro ciclo da PCR. E, em (B), a reacédo em (A) foi
sumarizada para varios ciclos consecutivos da PCR. Fonte: ALBERTS et al. (2017).

Na reacdo de PCR, em geral, a Taq polimerase e dois pares de
oligonucleotideos iniciadores universais, correspondentes ao gene que codifica RNA
ribossomal 16S em bactérias ou 18S em fungos sao utilizados. O rRNA é componente
dos ribossomos e esta presente em todas as células e, assim, ele é considerado um
biomarcador ideal. Portanto, os microrganismos isolados devem amplificar utilizando
esses iniciadores (KOUNOSU et al., 2019; LIU et al., 2019; SAMBO et al., 2018; THIJS
et al., 2017).
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Para a identificagdo dos microrganismos, o material genético sequenciado &
comparado as informagdes num banco de dado publico, o BLAST utilizando o banco
de dados NCBI (National Center for Biotechnology Information) (AGARWALA et al.,
2016).

2.5.2 Identificagdo dos microrganismos por espectrometria de massas: MALDI-
TOF

A espectrometria de massas foi desenvolvida para identificar moléculas de
baixo peso molecular em misturas complexas. Entretanto, tecnologias mais
avancadas possibilitam sua aplicagdo também para a identificagdo de
macromoléculas bioldgicas. Tipicamente, um espectrometro de massas possui uma
fonte ionizante, um analisador de massas e um detector. Na fonte ionizante, as
amostras sao ionizadas e os ions transferidos para a fase gasosa. Entédo, os ions
podem ser separados por campo magnético ou elétrico e, eventualmente, por tempo
de voo, dependendo do analisador de massas (TORRES-SANGIAO; LEAL
RODRIGUEZ; GARCIA-RIESTRA, 2021).

Ha muitos tipos de fontes ionizantes e analisadores. Porém, na identificagcao
microbiana, a fonte de ionizagao/dessorgao a laser assistida por matriz (MALDI, do
inglés, matrix-assisted laser desorption ionization) &€ uma das principais utilizadas, pois
€ uma fonte de ionizagao branda evitando degradacao da amostra. O analisador mais
comumente associado a fonte de ionizacdo MALDI é o analisador de massas por
tempo de voo (TOF, do inglés, time-of-flught). Entdo, no sistema MALDI-TOF, a
amostra imersa numa solugdo matriz forma ions protonados na fase gasosa, quando
o feixe de laser (337 nm) incide sobre a mesma (Figura 8). Um campo eletrostatico
acelera os ions fazendo com que passem pelo analisador de massas, onde ocorre a
separagao. Os ions com maior massa possuem maior tempo de voo, ou seja, gastam
mais tempo no tubo do analisador e demoram mais para chegar até o detector
(AVANZI et al., 2016; PARCHEN; DE VALK, 2019). E entdo, um espectro baseado na
raz&o entre a massa e sua carga liquida (m-z'), na forma ionizada, de uma molécula

e seus fragmentos possibilita identificar a amostra (POSTERARO et al., 2013).
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Figura 8: Esquema dos componentes do espectrdbmetro de massas MALDI-TOF e
das etapas desde a ionizag&o de proteinas até o espectro. Fonte: (PARCHEN; DE
VALK, 2019).

O espectro de massas é emitido de acordo com os ions de superficie das
células. Esses elementos de superficie estdo relacionados com as caracteristicas
fisiolégicas microbianas e, portanto, a identidade do microrganismo. Além disso, os
espectros podem registrar proteinas ribossomais. A constituicao proteica varia entre
espécies, estirpes e subespécies. Entdo, por meio do espectro especifico gerado, é
possivel identificar até microrganismos muito relacionados. O comparativo entre
espectros de microrganismos desconhecidos e referéncias levam a identificagdo
(PATEL, 2015; SINGHAL et al., 2015).

O MALDI-TOF tem sido aplicado com muito sucesso na identificacdo de

microrganismos. Ele se tornou o método de referéncia por ser simples, rapido e
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altamente reprodutivel (BLOISE et al., 2022). Essa técnica possue grande potencial

para substituir as técnicas moleculares (WELKER et al., 2019).

A medida que esta técnica é mais aplicada, os bancos de dados vdo sendo
aprimorados e ficando mais completos. Nesse caso, ao contrario do BLAST que é de
uso livre, o banco de dados € particular. Entdo, os dados s&do avaliados mais
criteriosamente antes de serem atualizados (PATEL, 2015; SINGHAL et al., 2015).

2.6 Controle da contaminagao microbiana

Na industria de etanol combustivel, a contaminagdo microbiana € um aspecto
pertinente e deve sempre ser monitorada especialmente durante a fermentacéo. As
vezes, € necessario intervir no processo para reduzir a contaminagcdo microbiana de
modo incisivo, aplicando procedimentos de descontaminagao quimica, bioldgica ou

fisica.

Embora antibiéticos sejam utilizados industrialmente, alternativas para o controle
da contaminacéo evitando usar os mesmos sao mais propensas, devido aos impactos
ambientais causados pelos residuos contendo os antibioticos e ao surgimento de
microrganismos resistentes (HOFF et al., 2021; NARENDRANATH; POWER, 2004).
Os processos de descontaminagdo quimica (com acidos, amoénia, peréxido de
hidrogénio, entre outras formas), apesar de serem solugdes efetivas no controle da
contaminacgao, apresentam efeito deletério em relagcéo as leveduras e sao toxicos ao
meio ambiente (SEO et al., 2020).

O controle da carga microbiana por feixe de elétrons € um processo alternativo
eficiente de descontaminacido que pode ser instalado na linha de producao visando
controlar a contaminagado do mosto. Essa tecnologia é segura e requer um curto tempo

de exposigéo a radiagdo ionizante (CALEGARI et al., 2023).
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2.6.1 Controle da contaminagao microbiana por radiagao ionizante

O acelerador de elétrons € um sistema dotado de um catodo, um anodo e um
tubo de vacuo, onde um potencial de milhdes de volts é estabelecido. O catodo emite
feixe de elétrons, um tipo de radiagao ionizante, denominado raios catédicos ou feixes
eletrénicos (LUNG et al., 2015). Um esquema representando os componentes e a

funcionalidade do acelerador de elétrons pode ser observado na Figura 9.

Tanque de pressdo ——>
Eletrodo

Catodo— |

Fonte de elétrons

——— Filamento

Tubo de aceleracéo —> )

v
Janela de saida do feixe Feixe de elét
eixe de elétrons
Produto para irradiacéo \ /
I

Figura 9: Representacéo do acelerador de elétrons Dynamitron®. Fonte: Adaptado
de CHAUDHARY et al. (2020).

A ionizagdo gera ions, elétrons, atomos e moléculas excitadas. Entdo, a
energia adquirida é distribuida a matéria circundante até que o equilibrio seja
reestabelecido. A energia absorvida pela matéria ao redor pode gerar outras espécies,
tais como, radicais livres reativos H* (agente redutor) ou OH" (agente oxidante). Esses
sdo bastante reativos e podem oxidar, reduzir, dissociar e degradar outras moléculas.
Os radicais livres podem ainda interagir entre si formando perdxido de hidrogénio
(H202) e ozbnio (Os), por exemplo. Assim, tanto a radiagdo ionizante pode incidir
diretamente sobre a molécula, quanto produtos da interagdo da mesma com a agua

podem reagir com a molécula alvo (LUNG et al., 2015).
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A radiacido tem efeitos antimicrobianos diretos e indiretos. Ela pode afetar o
material genético da célula, impedindo suas fungdes vitais e reprodugao (FELLOWS,
2018). Ela também pode causar mutagdes no DNA ou sua degradagdo. Logo, em

condi¢cdes mais severas, a radiacao € letal.

Além disso, a radiacdo pode lesionar a membrana plasmatica e incidir sobre
proteinas. Os produtos da interagao entre a radiagdo e moléculas de agua no interior
da célula também podem interagir com acidos nucléicos e podem apresentar efeitos
similares aqueles diretos da radiacdo. A resisténcia a ionizacdo esta
proporcionalmente associada ao peso molecular de compostos organicos. A radiagao
ionizante ja foi amplamente testada para o controle da contaminag&o. Os esporos de
bactérias sdo mais resistentes, sendo necessario doses entre 10 e 50 kGy para
descontaminagao dos mesmos (KHANEGHAH et al., 2020; MADIGAN et al., 2010a).

Em processos com mosto de cana submetido a doses de 2 a 10 kGy, o
rendimento de etanol aumentou sendo similar aquele obtido com antibiético quimico.
O sistema de radiacao ionizante por feixe de elétrons pode ser instalado na proépria
linha de produgao da industria sucroalcooeira. Ademais, o acelerador de elétrons
equipado com sistema liga/desliga € uma opcéao pratica e interessante (PODADERA,
2007).
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3 OBJETIVOS
O objetivo do presente trabalho foi estudar o efeito da contaminagao inerente as
matérias-primas no rendimento etandlico da fermentacdo de mosto misto. Buscando

cumprir seu proposito, o trabalho tem os seguintes objetivos especificos:

e Caracterizar a comunidade microbiana cultivavel de amostras de hidrolisado de
milho, xarope de cana e caldo de cana;

e Estudar o efeito da contaminagdo microbiana inerente as matérias-primas no
rendimento de etanol na fermentacéo de mosto misto;

e Analisar a influéncia da concentracéo inicial de inéculo de Ethanol red™ no
rendimento etandlico;

e Realizar o aumento de escala das condicdes 6timas de fermentacdo em relacéo a
proporcdo de mosto misto, ao tratamento de controle da contaminacdo e a

concentracao de indculo.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os ensaios conduzidos nesse projeto seguiram duas principais abordagens: a
caracterizagcado da microbiota presente nas amostras de matérias-primas e o efeito da
contaminagcdo no rendimento etandlico. Uma visdo geral do projeto pode ser

observada por meio da Figura 10 e da Figura 11.

Inicialmente, foi realizado o isolamento microbiano das amostras de matéria-
prima em trés meios de cultivo. Os microrganismos isolados foram identificados por
dois métodos, o método protedmico MALDI-TOF e o método de sequenciamento
genético. Também foram analisadas a cinética de crescimento e a minima

concentragao de etanol que inibiria o crescimento deles.

Caracterizacao da
] matéria-prima J pH

ART

Amostra de matéria-prima

Hidrolisado de milho

—

Xarope de cana-de-acucar

Caldo de cana-de-acgticar

Isolamento dos
microrganismos

Meio de cultura
YPD l MALDI-TOF
MRS Sequenciamento

Matéria-prima |

Caracterizacao dos
microrganismos
isolados MIC

Cinética de crescimento

Figura 10: Fluxograma do processo de caracterizagdo da microbiota das matérias-
primas.

No segundo segmento, o efeito da contaminag&o no rendimento etandlico foi
analisado contemplando duas o6ticas. Na primeira delas, sob diferentes condi¢cbes de
mosto misto (a esqueda na Figura 11). Os mostos mistos consistiram em trés
proporcdes de hidrolisado de milho e xarope de cana. Entdo, cada mosto misto foi
submetido a dois tratamentos que possibilitariam eliminar a contaminacéo advinda das
matérias-primas. Ademais, objetivou-se verificar o rendimento etandlico variando a

concentracgdo inicial de inéculo (a direita na Figura 11). Amostras de mosto e vinho
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foram analisadas em relagdo a contaminagao, ao rendimento de etanol e a sintese de

glicerol.

Mosto misto

Hidrolisado de milho: Xarope de cana

90:10 v'v''
] 80:20 v'v'' Curva de massa Umida
70:30 v-v'
Concentragao de inéculo
] 2.5% m-v!
5,0% mv!
Irradiado 7.5% m-v-’
— Autoclavado

Mosto misto

Sem tratamento

80:20 v-v'

Fermentacao

Fermentacio

v

Carga microbiana total

A

Contaminagéao bacteriana

Rendimento etandlico

YP/S

Produtividade

Glicerol

Figura 11: Fluxograma do estudo do efeito da contaminag&o no rendimento de

etanol.
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4.1 Obtencao das matérias-primas

As matérias-primas utilizadas foram: hidrolisado de milho, xarope de cana-de-
acgucar e caldo de cana-de-agucar. O hidrolisado de milho e o xarope de cana-de-
acucar foram fornecidos pelo Laboratério de Tecnologia Sucroenergética e Bioenergia
(GTS-Bio) da ESALQ-USP. Enquanto, o caldo de cana-de-agucar foi obtido por meio

de um garapeiro do comércio local.

Durante a recepg¢ao das matérias primas, todo hidrolisado de milho fracionado
foi homogeneizado num unico recipiente e foi novamente distribuido em frascos para
armazenamento a -20°C. O mesmo procedimento foi realizado para o armazenamento
do xarope de cana. Além disso, amostras das matérias primas foram coletadas para

subsequente caracterizagao da composi¢ao de acucares redutores.

4.2 Meios de cultivo

Neste trabalho foram utilizados os meios de cultivo YPD e MRS (Merck). O meio
YPD foi preparado conforme composicao descrita na Tabela 2. Enquanto, o meio de
cultura seletivo MRS possui composigéo descrita por de Man, Rogosa e Shape (1960)
(Tabela 3).

Tabela 2: Composi¢cao do meio de cultivo YPD.

Concentragao
Componente ]
(9.L")
Extrato de levedura 10
Bacto-peptona 20
Dextrose 20

Fonte: ALBERS; LARSSON (2009).
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Tabela 3: Composi¢cao do meio de cultivo MRS.

Componente Concentragao
(por litro)

Peptona 10 g
Extrato de carne 10 g
Extrato de levedura 549
Glicose 20 g
KH,PO, 2g
CH;COONa-3(H,0) 5¢g
CsH17N30; 2g
MgSQO4-5(H20) 0,29

MgSQOa4-4(H20) 0,05¢g
Tween 80 1 mL

Fonte: DE MAN; ROGOSA; SHARPE (1960).

Ademais, foram preparados meios de cultivo a base de hidrolisado de milho,
xarope de cana-de-agucar e caldo de cana-de-acucar, diluindo a matéria-prima até
obter cerca de 150 g.L-! de agucares redutores totais. Para preparar meios solidos,

foram adicionados 20 g.L"" de agar-agar.

4.3 Isolamento e manutengao de microrganismos

Foram realizadas diluicbes decimais seriadas de 10" a 10* vezes a
concentragao original das amostras de matérias-primas: hidrolisado de milho, xarope
de cana-de-agucar e caldo de cana-de-agucar. Aliquotas de 5 uL das diluicdes e das
amostras originais foram transferidas com o auxilio de uma micropipeta para placas

de Petri contendo meio sintético YPD ou meio seletivo MRS utilizando a técnica de
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semeadura por espalhamento. As amostras e suas diluicdes também foram
inoculadas em meios de cultivo solidos a base do respectivo substrato. As placas
foram incubadas em estufa a 30,5°C por aproximadamente 48 horas. E entdo, as
colénias microbianas morfologicamente distintas foram repicadas pela técnica de
semeadura por esgotamento em placas de Petri contendo o mesmo tipo de meio de
cultivo do qual foram isoladas (MURUAGA et al., 2016; TAO; GAO; LIU, 2011). As
placas foram incubadas a 30,5°C por cerca de 48 horas.

Para a manutencgao criogénica dos microrganismos isolados, primeiramente,
foram realizadas fermentagdes submersas. Entdo, uma col6nia isolada obtida de cada
microrganismo apresentando morfologia distinta foi inoculada em tubo Falcon de
50 mL contendo 10 mL do respectivo meio de cultivo. Os tubos foram incubados a
30,5°C por aproximadamente 48 horas. Apos o periodo de fermentacdo submersa,
aliquotas de 5 uL foram plaqueadas em placas de Petri contendo o mesmo tipo de
meio de cultivo de origem do inéculo. Esse procedimento visou verificar a obtengao

de microrganismos isolados.

Na mesma fermentagdo submersa, foram adicionados em cada tubo Falcon
10 mL de solugdo de glicerol 40% v'v'. Foi adicionada uma solugdo de glicerol
40% v'v! para facilitar sua homogeneizagao no meio de cultivo. A concentragao final
de glicerol em cada tubo atingiu 20% v'v''. Apés homogeneizar bem cada meio,
aliquotas de 1mL foram distribuidas em microtubos tipo Eppendorf de 2 mL. Enfim, as
culturas foram estocadas em ultracongelador a -80°C (AUSTIN, 2017; KOH, 2013).

4.4 Identificacao dos microrganismos por MALDI-TOF

A identificagdo dos microrganismos isolados foi feita por espectrometria de
massas por ionizacado e dessorcdo a laser por matriz assistida, utilizando o
equipamento MALDI-TOF Biotyper Microflex LT (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha). Colbnias frescas dos microrganismos isolados cultivados em meio YPD
agar em placa de Petri foram transferidas para a placa de analise “Placa Ground
Steel’. E entdo, adicionou-se 1 pyL da solucdo matriz de acido a-ciano-4-

hidroxicinamico em solugdo saturada com 50% de acetonitrila e 2,5% de acido

36



trifluoracético. A calibragdo do equipamento foi feita submetendo Escherichia coli
como padrao. Cada espectro teve 240 leituras de 50 incidéncias de laser em sitios
distintos da amostra (AVANZI et al., 2016).

Naqueles casos em que ndo foi obtida nenhuma correspondéncia entre o
espectro de proteinas do microrganismo isolado e os espectros do banco de dados,
sendo indeferida sua identificacdo, foi realizado entdo a extragcdo de proteinas
previamente a analise da espectrometria de massas. Para isso foram misturados em
cada procedimento 900 pyL de etanol, 300 yL de agua deionizada e uma colénia
microbiana e centrifugados por 3 minutos a 10000 rpm, enfim, o sobrenadante foi
descartado. E entdo, foram adicionados ao microtubo 50 uL de solugdo de acido
formico 70% v-v' e 50 pL de acetonitrila e centrifugado novamente por 3 minutos a
10000 rpm. Aliquotas de 1 yuL do sobrenadante foram transferidas para placa de

analise e foi adicionado 1 pL da solugdo matriz.

O software Biotyper 3.0 correlacionou o espectro obtido na analise com os
espectros em um banco de dados abrangendo os dominios Archaea, Bacteria e
Eukarya e expressou o grau de similaridade entre os mesmos por meio de uma

pontuacgao (Tabela 4).

Tabela 4: Pontuacao e correspondente confianga da identificacdo obtida pelo

MALDI-TOF.
Pontuagao Descrigao
2,000 a 3,000 Identificacdo altamente confiavel.
1,700 a 1,999 Identificagdo pouco confiavel.
0,000 a 1,699 Identificagdo ndo possivel.

Fonte: BRUKER (2021).

4.5 Identificagcdao de microrganismos por método genémico

O RNA ribossomal é um biomarcador referéncia, pois € um componente do
ribossomo presente em todas as células, especifico e pouco suscetivel a mutagdes.
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Bancos de dados genéticos fornecem informacgdes sobre as sequéncias dos genes de
RNAr catalogadas, possibiltando o diagndstico de microrganismo pela
correspondéncia entre as informagdes genéticas. Esse procedimento ocorre
inicialmente pelo cultivo microbiano e extragdo do DNA cromossémico. E,
subsequentes amplificacdo e purificagcdo do material genético. A averiguagdo do
processo foi feita por meio de eletroforese (CHAUDHARY et al.,, 2015; ENDO;
TANIZAWA; ARITA, 2019).

4.5.1 Extragao de DNA genbémico das células microbianas

A extragdo do DNA gendmico foi feita utilizando o kit de extracdo DNeasy
UltraClean Microbial da Qiagen®. Ele é proprio para o isolamento do material genético
de microrganismos. Os procedimentos de extracdo foram realizados conforme o
protocolo fornecido pelo fabricante (QIAGEN, 2020). Por meio da Figura 12 é possivel

observar as etapas do procedimento.
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Figura 12: Representacao das etapas de extracdo do DNA microbiano utilizando o
kit DNeasy UltraClean Microbial da Qiagen®. Fonte: Adaptado de QIAGEN (2020).

Os microrganismos isolados foram cultivados em meio YPD em tubo Falcon de
50 mL contendo 10 mL de meio, incubados em agitador orbital termostatizado a

30,5°C por cerca de 24 horas. Aliquotas da fermentagdo submersa, foram
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centrifugadas e as células ressupendidas em solugdo PowerBead, uma solugéo salina
tamponante que possibilita a estabilidade e a despersdao homogénea das células,
preparando as mesmas para subsequente rompimento celular. A solugdo SL contém
dodecil sulfato de sddio (SDS) e outros agentes disruptivos importantes para a lise
das células. O SDS é um detergente e atua removendo acidos graxos e lipideos
associadas a membrana plasmatica. Ele pode formar emulsées com os lipideos da
membrana e dissociar lipoproteinas, expondo o DNA para purificacao.

Ap6s o rompimento celular, a solugdo IRS precipita material organico ou
inorganico nao associado ao DNA, tais como, debris celulares e proteinas. Ou seja,
reduz contaminantes que podem comprometer a pureza do DNA e a aplicacido do seu
downstream. A purificagdo do DNA iniciou-se pela adsor¢do do DNA a membrana de
silica da coluna MB Spin. A solugdo SB propiciou as condi¢gdes necessarias para que
essa ligagao ocorresse. Trata-se de uma solugéo salina altamente concentrada. Ja a
solucdo CB, aplicada diretamente a membrana, contendo etanol foi utilizada para
limpar a membrana, carreando impurezas possibilitando a permanéncia da ligagao do

DNA a membrana.

Entao, aplicou-se a solugdo EB para eluir o DNA através da membrana até o tubo
de coleta. Isso porque o DNA permanece ligado a membrana apenas quando ha sal.
E, a solugdo EB é livre de sal. Essa solugao ja é apropriada para a manutengao do
DNA extraido a -20°C.

4.5.2 Amplificagdo do material genético extraido: Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR)

A amplificacdo do DNA pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi
realizada utilizando o kit ReadyMix™ Taq PCR Reaction Mix da Sigma-Aldrich. Ele
possui a maior parte dos componentes necessarios para a reagao de PCR, exceto os
oligonucleotideos iniciadores e o DNA molde. As concentragdes dos reagentes
seguiram as instrugdes do fornecedor (Tabela 5). As reagdes foram preparadas em
microtubo tipo Eppendorf® de 200 pL.
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Tabela 5: Protocolo de PCR utilizando o kit ReadyMix™ Taq PCR Reaction Mix da
Sigma-Aldrich, disponibilizado pelo fornecedor.

Volume

Reagente [] Estoque [1Final . eal: 50 pL

1,5 unidades Taq DNA polimerase,
ReadyMix Taq 10 mM Tris-HCI, 50 mM KClI,

. MgCI2 1,5 mM. 0,001% de i 25 ulL
PCR Reagent Mix gelatina, 0,2 mM dNTP,
estabilizadores

Oligonucleotideo

iniciador senso 10 uM 0.4 UM 2l
Oligonucleotideo
iniciador 10 uM 0,4 uM 2L
antissenso
Amostra de DNA 10 pg - 1ug - 2L
Agua ultrapura
J P - - 19 uL

(nuclease-free)

Foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores universais 27F e 1492R,
sendo eles 5’-3’ e 3’-5’, respectivamente, para o sequenciamento do gene que codifica
o RNA ribossomal 16S. Eles amplificam uma sequéncia com cerca de 1500 pares de
bases (Tabela 6). Tratam-se de iniciadores padrbes para genes altamente
conservados em bactérias. E, para amplificar o gene correspondente ao RNA
ribossomal 18S, foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores 5-3’ 18SF e 3’-5’

18SR, com amplicon de aproximadamente 1800 pb.
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Tabela 6: Relagao de oligonucleotideos iniciadores utilizado na reagéo de PCR para
amplificar as sequencias que codificam os genes de 16S rRNA em bactérias e 18S
rRNA em fungos.

Oligonucleotideos

o Sequéncia Fonte
iniciadores
(HUGHES et al.,
27F 5' AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3'
2017)
(HUGHES et al.,
1492R 5 GGTTACCTTGTTACGACTT 3'
2017)
(BANOS et al.,
18SF 5' CCTGGTTGATCCTGCCAG 3'
2018)
(BANOS et al.,
18SR 5 TTGATCCTTCTGCAGGTTCA 3' 2018)

Os oligonucleotideos liofilizados foram obtidos a 50 nmol, marca Invitrogen da
empresa Thermo Fisher Scientific. Entao, foi realizada a reconstituicdo dos mesmos
numa solucado estoque de 50 uM, pela adicdo em cada tubo de 1000 pL de agua
DNAse free (agua ultra pura tipo 1 com resistividade elétrica minima de 18,0 MQ-cm-

" autoclavada a 121°C por 30 min).

Optou-se em preparar a solugao estoque e fraccionar a solucédo de trabalho,
pois isso reduz os ciclos de congelamento e descongelamento e, em caso de
contaminagdo, ainda € possivel recorrer a solugdo estoque. Ademais, utilizar os
iniciadores em concentragcdes muito elevadas pode comprometer o resultado da PCR.
A solucao de trabalho foi preparada efetuando uma diluicdo a 10 uM e fracionado 1 mL
em tubos criogénicos estéreis. A solugédo estoque e as solug¢des de trabalho foram

armazenadas a -20°C.

Enfim, foi conduzida a reacdo de PCR em termociclador modelo Veriti da
Applied Biosystems. O equipamento foi programado conforme descrito na Tabela 7.
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Tabela 7: Programacgao da reagao de PCR utilizada em termociclador.

Ciclos 30
Desnaturacgao inicial 95,0°C 3 min
Desnaturacgao 95,0°C 45 s
Anelamento 50°C 1 min
Extenséo 72°C 2 min
Final da extensao 72°C 7 min
Resfriamento 4°C

Fonte: Baseado em OLIVEIRA et al. (2007).

4.5.3 Eletroforese em gel de agarose

O produto de PCR foi verificado por meio de eletroforese. Apds a reacao de PCR,
15 pL dos produtos obtidos (amplicons) foram analisados em gel de agarose 1,0%. O
gel de agarose foi preparado a partir de tabletes de agarose da marca FastBio ja contendo
o tampéao TAE 1%. Seu preparo foi realizado dissolvendo um tablete de agarose em
65 mL de agua deionizada por aquecimento em micro-ondas. As amostras foram
preparadas adicionando 3 yL do corante de corrida Gel Loading Dye, Blue
(concentrado 6X), corante a base de azul de bromofenol. Foram adicionados 18 pL
das amostras preparadas e 18 yL do padrdo de peso molecular aos pogos do gel
(WARMT et al., 2021).

A corrida ocorreu numa corrente de 75V por aproximadamente 4 horas. E, a
visualizagao foi feita em transluminador sob luz UV. O tamanho dos fragmentos
amplificados € analisado por comparagcao com padrdo de massa molecular (Figura
13). O padrao de peso molecular de 1 kb (1000bp) da marca Kasvi utilizado apresenta
13 fragmentos numa faixa de 250 bp a 10000 bp, sendo 1000 bp e 3000 bp suas
bandas de maior intensidade. E entdo, devem surgir bandas de aproximadamente
1500 bp para as bactérias e 1800 bp de acordo com o padrdo de peso molecular
(APENDICE A).
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Concentracédo
¢ Pares de base

de DNA

28 4%88°
23 8333
18 — 4 000
23 — 330
34 -_— 2,000
20 -— 1,500
92 — 1,000
23 —_ 750
30 - 500
45 — 250

gel de agarose
com TAE 19

Figura 13: Padrao de peso molecular de 1 kb (1000bp) da marca Kasvi.
Fonte: KASVI (2021).

4.5.4 Purificagcdo do material genético

A purificagdo do produto de PCR foi feita utilizando o kit de purificagdo
NucleoSpin® Gel e PCR Clean-up da Macherey-Nagel. O protocolo utilizado foi o

mesmo disponibilizado pelo fornecedor.

A separagao e concentracdo do material genético ocorreu pela adsorgéao do
DNA a membrana NucleoSpin® na presenca de sal caotropico. Para isso, foi
necessario ajustar as condigdes de ligacdo do DNA adicionando a amostra o tampao
NTI que mantem o pH dentro faixa 6tima de adsorgao, entre 5,0 e 6,0. Entao, foi
realizada a lavagem da membrana com o tampéao etandlico NT3 visando eliminar
contaminates. Em condi¢des de baixo teor de sal, foi conduzida a eluigdo por meio do
tampao NE (5 mM Tris-HCL, pH 8,5). Todos os reagentes sao disponibilizados no kit

e suas composi¢des nao sao totalmente indicadas pelo fabricante.
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4.5.5 Sequenciamento do material genético

Para a identificagdo dos microrganismos isolados pelo método genémico, o
produto de PCR purificado foi submetido ao sequenciamento de DNA (Sanger) no
Centro de Estudos do Genoma Humano e Células-Tronco do Instituto de Biociéncias
da Universidade de Sao Paulo. As reacdes de sequenciamento foram preparadas
utilizando kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing. E, as sequéncias foram
obtidas pelo software Sequencing Analysis 5.3.1. A analise do sequenciamento foi
feita utilizando o software BLAST atrelado ao banco de dados NCBI (National Center

for Biotechnology Information).

4.6 Cinética de crescimento

Os perfis de crescimento dos microrganismos isolados e do microrganismo de
referéncia, a levedura comercial Ethanol Red™, foram foco desse estudo. Os ensaios
foram realizados em microplaca Elisa de 96 pocos (PERIS et al., 2020). Os in6culos
foram aliquotados a partir de fermentagao submersa. Foram adicionados em cada
poco da microplaca 180 yL de meio YPD concentrado, o volume de inéculo que
resultaria numa absorbancia de 600 nm de 0,2 (de 7,5 a 12,5 pL de in6culo) e o volume
final foi obtido adicionando agua deionizada estéril até atingir 200 uL. Durante
aproximadamente 20 horas, o crescimento foi monitorado utilizando leitor de
microplacas multimodal de absorbancia modelo Infinite® 200 PRO da marca Tecan.
O cultivo foi realizado a 30°C e a absorbancia a 600 nm foi aferida em intervalos de

20 minutos.

4.7 Determinagao da concentragao minima inibitéria

A determinagdo da concentracdo minima inibitéria (MIC) de etanol ao
crescimento celular foi realizada utilizando o leitor de microplacas de 96 pocos
(ANDREWS, 2001). O volume total em cada pogo foi de 200 pyL. A fermentagao
submersa foi analisada em meio de cultivo YPD contendo concentragdes variadas de
etanol: 0% p/v, 2% p/v, 4% p/v, 6% p/v, 8% p/v, 10% p/v, e 12% p/v. A solugao estoque
de etanol foi esterilizada por filtragdo com pressao positiva em filtro estéril de 0,22 pm
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de poro. O inoculo foi cultivado em meio YPD a 30,5°C e 180 rpom. E entdo, obteve-
se a cinética de crescimento dos microrganismos por meio da espectrofotometria a
600 nm em intervalos de 20 minutos por 20 horas a 30,5°C e subsequente correlagao

entre a absorbancia aferida e a concentragao celular.

4.8 Descontaminagao por feixe de elétrons

As amostras de matérias-primas foram submetidas ao tratamento de irradiacao
no Centro Tecnoldgico de Radiagdo (CTR) do Instituto de Pesquisa Energética e
Nucleares (IPEN). O procedimento foi realizado por meio do acelerador industrial de
elétrons Dynamitron — Job 188 (modelo DC 1500/25/4, da companhia Radiation

Dynamics Incorporation® - RDI).

As amostras de hidrolisado de milho e xarope de cana foram previamente
diluidas para atingirem a concentragdo de ART estimada em 150 g'L-'. Para realizar
o tratamento, as amostras foram dispostas em recipientes refratarios em vidro
borosilicanato (Figura 14). A altura maxima de liquido no refratario € de 4 mm, sendo
o volume maximo de amostra por recipiente de 300 mL. Portanto, o tratamento por
feixe de elétrons foi realizado em batelada. Para atingir a carga de radiagao final
cumulativa de 20 kGy cada batelada foi submetida ao processo de radiagao 4x, cada

secao correspondendo a radiagao de 5 kGy.

Figura 14: (a) Acelerador industrial de elétrons Dynamitron — Job 188 do Instituto de
Pesquisa Energética e Nucleares (IPEN); (b) Amostras em recipientes refratarios de
vidro borosilicanato para procedimento em batelada.
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4.9 Fermentagao variando a proporgcao de mosto misto, descontaminado ou

sem tratamento de descontaminagao

O hidrolisado de milho e o xarope de cana, com a concentragdo de ART
ajustada de 150 g-L-', com e sem esterilizagao por feixe de elétrons foram utilizados
para preparar o mosto misto. Foram utilizados mostos mistos variando a proporg¢ao
entre hidrolisado de milho e xarope de cana em 90:10% v-v'', 80:20% v-v' e
70:30% v-v-'. Uma amostra de cada mosto misto ndo irradiado também foi submetido
a esterilizagao por vapor umido a 121°C por 15 minutos.

A fermentacéo foi realizada em tubo conico de 50 mL contendo 10 mL de mosto
misto. Entdo, foram realizadas nove condi¢coes de fermentacédo, com trés proporgcdes
de mosto misto, cada uma submetida a trés tratamentos (radiagao por feixe de elétros
a 20 kGy, vapor umido a 121° por 15 minutos ou nenhum tratamento). O inéculo foi
preparado em meio YPD também em tubo cénico de 50 mL contendo 10 mL de meio
incubado a 30,5°C e 180 rpm por aproximadamente 24 horas. Foi retirado um volume
suficiente para iniciar a fermentacdo com uma absorbancia de 0,2. As fermentacdes
foram realizadas em ftriplicata. O processo fermentativo foi interrompido e as amostras
de vinho foram coletadas quando a variagdo do peso foi inferior a 0,02 g-h™'. As

fermentacdes foram realizadas em triplicata.

4.10 Curva de massa umida da Saccharomyces cerevisiae

A correlagao entre a absorbancia a 600 nm e a massa umida de células em
fermentacdo submersa é um método indireto utilizado para estimar a concentragao
percentual de inéculo em massa umida (SINHA et al., 2021; ZHA et al., 2012). Nesse
caso, foi realizada a curva de massa Umida da levedura comercial Ethanol red™ em
meio YPD 20 g.L-' de glicose. A fermentagdo foi realizada em tubos Falcon com
capacidade para 50 mL contendo 10 mL de meio. Iniciou-se o cultivo com um inéculo
correspondente a absorbancia de 0,2 a 600 nm. E, a fermentagao foi conduzida a 180
rom e 30,5°C. Realizado o indculo, foram coletadas amostras ao completar os
seguintes periodos de fermentacdo: 1 h,2h,3,5h,5h,6,5h,24 h, 28 h e 48 h.

46



A absorbancia da amostra coletada foi medida em espectrofotémetro UV/VIS a
600 nm. Como branco foi utilizado o meio de cultivo sob a mesma diluicdo da amostra.
Para obter a relacdo percentual da massa umida de células, 2 mL do meio foi
transferido para microtubo Eppendorf previamente pesado. O microtubo contendo o
meio também foi pesado. Entéo, foi realizada a centrifugacéo do microtubo a 10000xg
por 15 min. Uma vez descartado o sobrenadante, foi realizada novamente a pesagem
do microtubo contendo o pellet. A determinacdo da massa umida foi realizada por
meio da Equacgéao 3.

M imida (%) = (Peso do microtubo contendo o pellet)—(Peso do microtubo vazio) 3
assa umiaa (/o - - ;
(Peso do microtubo contendo toda amostra)—(Peso do microtubo vazio)

4.11 Fermentagao de mosto misto variando a concentragao de inéculo

Por meio do primeiro ensaio de fermentacdo em tubo cénico, foi selecionada a
condicdo de fermentacdo em relacao a propor¢cao de mosto misto e ao tratamento de
descontaminagao microbiana. A condi¢cao de fermentacéao foi selecionada de acordo
com os parametros analisados neste estudo (rendimento de etanol, agucar residual,
glicerol formado e acidos organicos). A fermentagdo de mosto misto constituido por
80% v-v-! de hidrolisado de milho e 20% v-v-' de melago de cana foi estudada variando

a concentragado de inéculo em 2,5% m-v', 5,0% m-v'' e 7,5% m-v".

4.12 Aumento de escala em biorreator de bancada

Subsequente a fermentacao em tubo cdnico, foi realizado o aumento de escala
da fermentagdo em biorreator de bancada em batelada (Figura 15). O biorreator
possui capacidade para 1,5 L. Ademais, ele possue sensor de temperatura, sensor de
pH e sensor de nivel de espuma. O controle de temperatura foi feito com refrigeragao
por serpentina e banho termostatizado e aquecimento com manta de silicone, e a

agitacao por impelidores acoplados ao motor.
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Figura 15: Biorreator de bancada em funcionamento.

As condi¢des de fermentacdo empregadas nos ensaios em biorreator foram
selecionadas a partir dos ensaios em tubo cbnico que apresentaram os melhores
parametros de fermentacgao, tais como, maior rendimento de etanol, menor agucar
residual, auséncia ou menor formagao de acidos organicos e menor concentragao de
glicerol obtido. Os ensaios foram realizados com mosto misto contendo 80% v-v-' de
hidrolisado de milho e o restante, 20% v-v-', de melago de cana. Foram utilizados 900
mL de mosto misto. O controle de temperatura foi ativado para manter a temperatura
em 30,5°C. E, a agitacao foi realizada a 180 rpm. N&o foi realizado nenhum tratamento
de descontaminacdo no mosto misto. Foram testadas concentragdes de inéculo em
massa umida de 5,0% m/v e 7,5% m/v. Durante todo o processo o pH foi medido. E,
as amostras foram coletadas em aproximadamente 0, 15, 24, 42, 48 e 72 horas de
fermentacao. Essas amostras foram analisadas em IC e HPLC e também foi realizada

a determinacéo da concentragao bacteriana (conforme descrito no item 4.12).

4.13 Controle da fermentagao por pesagem

Durante a fermentagdo de etanol, diéxido de carbono & gerado e liberado. A
fermentacao submersa foi realizada em tubo Falcon de 50 mL contendo 10 mL de
meio de fermentagdo. Assim, o peso do tubo variou conforme ocorria a reagdo. O

controle da fermentacéo foi realizado acompanhando a variagao do peso por meio de
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uma balancga analitica nos periodos de cercade 1, 2, 5, 7, 23, 28, 29, 30, 46,49, 51 e
52 horas desde o inéculo. Quando essa variagdo foi menor do que 0,02 g-h™', o

processo foi interrompido.

4.14 Contaminagao bacteriana

A concentragcdo da contaminacao total e da contaminagao bacteriana foram
determinadas antes e apds o processo fermentativo, tanto para as amostras de mosto
logo antes de adicionar o fermento quanto para o vinho assim que foi interrompido a
fermentacdo. Foram efetuadas diluigbes seriadas das amostras e microgotas de 10 pL
de cada diluigdo foram injetadas em ftriplicata em placas de Petri contendo meio de
cultivo. O meio YPD agar foi utilizado para a determinacéo da contaminacgao total. E,
o meio YPD agar contendo 0,1% m-v'" do anifingico cicloheximida foi utilizado para
determinar a concentracdo da contaminagao bacteriana. As placas de Petri foram
incubadas a 30,5°C por aproximada 48h. A placas que apresentaram entre 30 e 300
colonias foram selecionadas para contagem (HAHNE et al., 2019; ZHU et al., 2018).
E entdo, as col6nias que cresceram isoladas ou unidades formadoras de colbnias

(UFC) foram contadas e a concentragio microbiana (UFC-mL"") foi obtida por meio da

Equacao 4.
UFC _ UFC 4
mL  volume inoculado - fator de diluicao (4)

4.15 Determinacao da viabilidade celular da levedura

Nos ensaios em biorreator, a viabilidade da levedura foi determinada por
microscopia optica, em objetiva de 40x, utilizando cdmara de Neubauer. A coloragao
diferencial das células com azul de metileno possibilitou diferenciar células viaveis
(n&o coradas) de células nao viaveis (coradas). A parede celular de células mortas ou
nao viaveis é degragado, por isso o corante azul de metileno pode permear e corar a
célula. A viabilidade celular em porcentagem foi calculada pela razao entre o total de
células vivas e o total de células (viaveis e ndo viaveis) (BAYROCK; INGLEDEW,
2001; SALVINO DA SILVA et al., 2019).
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4.16 Quantificagado de carboidratos

A analise instrumental por cromatografia de ions possibilitou estimar as
concentragdes dos carboidratos: sacarose, glicose, maltose e frutose. As amostras de
mosto foram diluidas 10x e 250x, empregando agua ultrapura, enquanto que as
amostras de vinho foram diluidas 50x, para obter um volume total de 5 mL para
analise. As diluicbes das amostras foram necessarias para que as concentracdes dos
analitos estivessem dentro dos limites de deteccao do dispositivo detector. E entao,
as amostras diluidas foram filtradas por pressao positiva utilizando filtros de seringa
de porosidade 0,22 ym (Millipore).

As analises foram realizadas utilizando o cromatégrafo de ions modelo
Professional IC 850 Metrohm AG equipado com deteccdo amperométrica pulsada
(PAD), acoplado a Coluna Metrosep Carb 2 — 250/4,0. A fase médvel ou eluente foi
uma soluc¢do de hidroxido de sédio 200 mM e acetato de sédio 20 mM preparada com
agua ultrapura (com resistividade de 18,2 MQcm), desgaseificada com ultrassom. O
fluxo aplicado foi 0,5 mL-min-' por 30 minutos a 35,0°C. O volume de injegdo da
amostra foi de 5 uL. A obtencido e processamento de dados foi feita por meio do
software MagIC Net 3.3 (Metrohm AG) (STEINBACH; WILLE; SUBRAMANIAN, 2008).

4.17 Determinacgao da concentragao de etanol e acidos organicos

As concentracdes de etanol, acetato e lactato foram aferidas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC — High Performance Liquid Chromatography) com
detector de indice de refragdo (RID — Refractive Index Detector). A quantificagdo dos
metabdlitos foi realizada conforme metodologia descrita por COLA et al. (2020).
Inicialmente, as amostras foram diluidas 1:10 e filtradas por pressao positiva utilizando
filtros de porosidade 0,22 um (Millipore), sendo 1 mL de cada filtrado transferido para
frasco vial para analise em HPLC. Glicose, lactato, acetato, glicerol e etanol foram
separados numa coluna de exclusdo ibnica (modelo Aminex HPX-87H, marca Bio-rad,
Hercules, CA, USA) utilizando H2SO4 5 mM como fase moével, numa vazdo de

0,6 mL-min-', 60°C e volume de inje¢do de 10 pL.
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4.18 Calculos dos parametros de fermentacgao

Os parametros cinéticos da fermentagao foram calculados de acordo com
Schmidel (2021). Foram abordados a velocidade especifica de crescimento
microbiano (u), o fator de conversdo de substrato em etanol (Yetor/s) para obter o
rendimento etandlico e a produtividade (Tabela 8).

Tabela 8: Parametros cinéticos da fermentacéo.

Velocidade especifica 1 dX (5)
. KX
de crescimento celular
(Wmax) (")
Fator de conversédo de dp (6.1)
YEtOH/S = —_dS

substrato em produto

(Yetorss) (Qetanol/gART)

gEtanol) _ [EtOH]Final - [EtOH]Inicial (62)

YEeton (
/s [ART | iniciar — [ART | pinai

YART

Rendimento etandlico 100 (7)
E= YEtOH/S m

(R) (%) ’

Produtividade em dP (8)

produto (QP) (g-L"-h") T

Fonte: SCHMIDELL (2021).

Na fase de crescimento exponencial a velocidade especifica de crescimento &
constante e maxima. Entdo, reescrevendo e integrando a Equacgéo 5, obtém-se as
Equacgdes 9 e 10 (SCHMIDELL, 2021).

1
_ — 9
XdX pdt (9)
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InX = pu-t+InX, (10)

4.19 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como a média + desvio padrao da média.
Para verificar diferencas estatisticamente significativas (p valor < 0,05) nas taxas
especificas maximas de crescimento dos microrganismos e nos parametros
fermentativos, foi realizada analise de variancia por ANOVA de fator unico e Tukey
por meio do Software OriginPro (OriginLab, USA) (BLOMQVIST et al., 2018; DEVI;
ARCHER; HALAMI, 2015; MINICH et al., 2022).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagao microbiana

5.1.1 Isolamento dos microrganismos

Por meio da Figura 16 a Figura 18 é possivel observar os plaqueamentos
realizados a partir de cada uma das amostras de matéria-prima em cada um dos meios
de cultura (YPD, MRS e meio baseado no préprio substrato). No caso do isolamento
realizado a partir da amostra de xarope de cana nao foi necessario realizar a diluicao
da amostra. Entretanto, a carga microbiana elevada da amostra de caldo de cana
requereu fatores de diluigdo mais elevados. Entdo, nesse caso, algumas amostras
microbianas foram coletadas a partir de plagueamentos mais concentrados e foram
inoculadas por semeadura de esgotamento para obtengéo de colbnias isoladas. Isso
foi realizado a fim de obter um isolamento mais representativo, uma vez que amostras
muito diluidas podem omitir microrganismos presentes em concentragcdes muito
baixas na amostra original e subestimar a diversidade microbiana. Mesmo assim, as

coldnias isoladas da amostra de caldo apresentaram pouca variedade morfoldgica.

Hidrolisado
de milho

Amostra de matéria-prima
Xarope
de cana

Caldo
de cana

100 10+ 102 10 10
Fator de diluicao

Figura 16: Isolamento microbiano das trés amostras de matéria-prima (hidrolisado de
milho, xarope de cana e caldo de cana) em meio YPD agar.
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Amostra de matéria-prima
Xarope Hidrolisado
de cana de milho

Caldo
de cana

100 10" 102 108 104
Fator de diluigao

Figura 17: Isolamento microbiano a partir das trés amostras de matéria-prima
(hidrolisado de milho, xarope de cana e caldo de cana) em meio MRS &gar.

Hidrolisado
de milho

Amostra de matéria-prima
Xarope
de cana

Caldo
de cana

100 10 102 103 104
Fator de diluigao

Figura 18: Isolamento microbiano a partir das trés amostras de matéria-prima

(hidrolisado de milho, xarope de cana e caldo de cana) em meio sélido a base do

respectivo substrato.
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A amostra com maior concentragdo microbiana nas culturas realizadas nos
meios YPD e MRS foi a amostra de caldo de cana (Figura 19). O xarope de cana é
preparado pela evaporagao e concentragao do caldo da cana, resultando em elevada
pressdo osmotica. Esse preparo gera condi¢gdes indspitas para a contaminagao
microbiana. Por isso, a amostra de xarope apresentou menor carga microbiana, em
todos os casos de isolamento. A contagem de UFCs nas amostras de hidrolisado de
milho foi maior quando o cultivo ocorreu no meio a base do préprio substrato. Isso
sinaliza que o hidrolisado de milho supre melhor a demanda nutricional da carga

microbiana do que os meios sintéticos YPD e MRS.

1,0E+10
- 1,0E+09 I
> 1,0E+08
1,0E+07 L L
1,0E+06 -
1,0E405 L .

mL-Y)

® Hidrolisado de milho
m Xarope de cana

1,0E+03
1,0E+02
1,0E+01
1,0E+00

m Caldo de cana

Concentragao celular (UFC
(@]
m
+
(@]
5

YPD MRS Substrato
Meio de Cultivo

Figura 19: Concentragdes microbianas, em UFC'mL"", de cada amostra de matéria-
prima (hidrolisado de milho, xarope de cana e caldo de cana) em trés tipos de meio
de cultivo solido (YPS, MRS, meio a base da respectiva matéria-prima).

Da amostra de hidrolisado de milho, foram isolados 9 microrganismos em meio
YPD, 6 em meio MRS e 4 em meio a base de hidrolisado de milho. Da amostra de
xarope de cana, foram isolados 6 microrganismos em meio YPD, 5 em meio MRS e 4
em meio a base de xarope de cana. E, da amostra de caldo de cana, foram isolados

7 microrganismos em meio YPD, 8 em meio MRS e 4 em meio a base de caldo de

cana. Ao todo, foram isolados 53 microrganismos. Os microrganismos isolados foram
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codificados. Uma representagao explicativa sobre as informagdes contidas nos

cbdigos pode ser observada na Figura 20.

0: Nao houve crescimento.

| | 1: Houve crescimento.

MI{T][-(11]]0][0
. _| Crescimento em meio a base
Fonte do isolamento L do respectivo substrato.
* M: amostra de hidrolisado
de milho ——— Crescimento em meio MRS
+ X: amostra de xarope de . .
cana-de-agucar. —— Crescimentoem meio YPD

e C: amostra de caldo de
cana.

Figura 20: Descri¢do das informagdes contidas nos codigos de identificagdo de cada
microrganismo isolado.

O primeiro digito do cédigo indica a partir de qual amostra de matéria-prima o
microrganismo foi isolado. Os trés ultimos digitos indicam em qual tipo de meio de
cultivo esse microrganismo foi encontrado, na seguinte ordem: meio YPD, meio MRS
e meio a base do respectivo substrato. O digito um indica que houve crescimento e
zero indica que o microrganismo nao foi encontrado naquele meio de cultivo. E, o
segundo digito apenas representa um controle por contagem dos microrganismos

encontrados a medida em que foram sendo isolados.

5.1.2 Identificagdo dos microrganismos isolados

Os microrganismos isolados foram identificados por MALDI-TOF. E entéao,
procedeu-se a identificagdo microbiana por sequenciamento do gene que codifica 16S
rRNA em bactérias e 18S rRNA em fungos. O sequenciamento foi realizado para
confirmar a identificagdo obtida pelo MALDI-TOF e também para obter as
identificagbes de alguns microrganismos que nao puderam ser obtidas pelo primeiro
meétodo utilizado. As informacdes referentes a identificacido constam nas Tabela 9 a
Tabela 11.
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Da amostra de hidrolisado de milho foram isoladas as bactérias Pseudomonas
fluorescens e Rahnella aquatilis e os fungos Rhodotorula mucilaginosa,
Wickerhamomyces anomalus e Candida guilliermondii (Tabela 9). Todas as
variedades de microrganismos isoladas no meio a base de hidrolisado de milho ja
haviam sido isoladas no meio de cultura YPD. E, apenas um novo tipo foi isolado
usando o meio MRS.

A identificacdo do microrganismo M11-010 foi Candida guilliermondii por
MALDI-TOF e Meyerozyma guilliermondii por sequenciamento. Ambas as
designacgdes referem-se ao mesmo microrganismo, cuja forma anamorfa € chamada
Candida guilliermondii (ATZMULLER; ULLMANN; ZWIRZITZ, 2020; YAN et al., 2021).

Tabela 9: Identificagdo dos microrganismos isolados da amostra de hidrolisado de
milho por MALDI-TOF e por sequenciamento do gene 16S rRNA (bactérias) e 18S

rRNA (fungo).
Nivel de confiancga
Amostra Identificagao microbiana
MALDI-TOF BLAST
M1-100 Pseudomonas fluorescens 2,13 97%
M2-111 Rhodotorula mucilaginosa 1,95 97%
M4-110 Wickerhamomyces anomalus 2,14 99%
M5-101 Rahnella aquatilis 2,10 97%
M11-010 Candida guilliermondii 2,13 -
M11-010 Meyerozyma guilliermondii - 99%

Dentre os microrganismos isolados da amostra de xarope de cana (Tabela 10),
somente a identificagdo do microrganismo X4-100 diferiu entre os métodos utilizados.
Entretanto, a identificacdo obtida por MALDI-TOF nao foi tdo acurada, sendo a
pontuacdo de confidéncia obtida menor do que 2,00. Enquanto, a identificagado por

sequenciamento apresentou alto nivel de confidéncia (99%) e foi considerada valida.
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Tabela 10: Identificagdo dos microrganismos isolados da amostra de xarope de
cana-de-agucar por MALDI-TOF e por sequenciamento do gene 16S rRNA
(bactérias) e 18S rRNA (fungo).

Nivel de confianga

Amostra Identificagao microbiana
MALDI-TOF BLAST
X2-100 Pseudomonas nitroreducens 2,17 98%
X3-100 Stenotrophomonas maltophilia 2,20 97%
X4-100 Paenibacillus glycanilyticus 1,93 -
X4-100 Mycolicibacterium phocaicum - 99%
X5-100 Pantoea séptica 2,00 97%
X7-010 Kodamaea ohmeri 2,13 100%
X8-010 Rhodotorula mucilaginosa - 97%
X12-001 Wickerhamomyces anomalus - 98%
X13-001 Bacillus megaterium 2,03 97%
X15-101 Schizosaccharomyces pombe 1,83 99%

Na maior parte dos casos, uma variedade microbiana foi encontrada
exclusivamente em um tipo de meio de cultivo. Por exemplo, no caso dos
microrganismos isolados da amostra de xarope de cana, exceto
Schizosaccharomyces pombe (X15-101) (Tabela 10), a maior parte cresceu apenas
em um tipo de meio (YPD, MRS ou meio a base de xarope de cana).

Em geral, um meio de cultivo deve conter agua, uma fonte de carbono, uma
fonte de nitrogénio e sais minerais. E possivel mediar o crescimento de alguns tipos
de microrganismos suprindo ou suprimindo as exigéncias nutricionais microbianas
(BONNET et al., 2019; MADIGAN et al., 2010b; SANDLE, 2011). O meio nao seletivo
YPD é completo para cultivo de leveduras. Ele contém extrato de leveduras,
disponibilizando amino acidos necessarios para leveduras (BERGMAN, 2001).

Nao existe um meio de cultivo “universal”. Os meios nao-seletivos possibilitam

o crescimento indiscriminado de microrganismos. E, alguns meios s&o seletivos,
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contendo inibidores da flora microbiana indesejada (BONNET et al., 2019; MADIGAN
et al., 2010b). O meio MRS foi desenvolvido objetivando favorecer o crescimento de
lactobacilos. Ademais, ele contém acetato de soédio que inibe o crescimento de muitas
outras bactérias (SCHILLINGER; HOLZAPFEL, 2003). As variedades de meios de
cultivo possibilitam abranger uma diversidade microbiana, conforme os objetivos e
necessidades de sua aplicagao (BONNET et al., 2019).

Apesar de apresentar carga microbiana inferior, os microrganismos isolados da
amostra de xarope (Tabela 10) apresentaram maior diversidade microbiana em
relagdo aos microrganismos isolados das demais amostras. Foram obtidas maior
diversidade de espécies em relagdo aos microrganismos isolados da amostra de milho
(Tabela 9) e maior diversidade de géneros em relagdo ao isolamento da amostra de
caldo (Tabela 11).

Tabela 11: Identificagdo dos microrganismos isolados da amostra de caldo de cana-
de-agucar por MALDI-TOF e por sequenciamento do gene 16S rRNA (bactérias) e
18S rRNA (fungo).

Nivel de confianga

Amostra Identificagcao microbiana
MALDI-TOF BLAST
C1-100 Leuconostoc citreum 2,15 97%
C2-100 Pichia bruneiensis - 99%
C5-100 Wickerhamomyces anomalus 2,25 99%
C8-010 Leuconostoc mesenteroides 2,06 97%
C9-011 Kodamaea ohmeri 2,00 98%
C13-010 Pichia manshurica - 97%
C16-001 Torulaspora delbrueckii 1,71 97%
C17-001 Hanseniaspora opuntiae 2,08 98%
C18-001 Asaia bogorensis - 98%

Estudos mostram que os atributos competitivos de um microrganismo podem ser

determinantes para sua ocupacado e proliferacdo no ambiente em que vivem. Os

59



microrganismos podem competir por espagco e recursos. E eles podem ter
mecanismos para prejudicar o crescimento ou causar morte dos concorrentes. Assim,
as competicdes entre duas populagdes tendem a eliminar uma, principalmente se
estiverem disputando o mesmo conjunto de recursos. Nesse contexto, as habilidades
de um microrganismo em enfrentar condigdes bidticas adversas séo relevantes para
sua perpetuacdo, sendo as vezes mais importantes do que sua capacidade de
enfrentar condi¢cbes abidticas estressantes (FEDOREC et al., 2021; HIBBING et al.,
2010; WOOD; TANG; FRANKS, 2018).

Dentre as bactérias isoladas da amostra do caldo de cana, as mais comuns foram
espécies de Leuconostoc, género pertencente a familia Lactobacillaceae, uma familia
de bactérias acido lacticas. Os principais géneros de bactérias lacticas séo:

Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc e Lactococcus (WANG et al., 2021).

Conforme pode ser observado pela Figura 21, os microrganismos foram
classificados em bactérias, Gram (+) ou Gram (-), fungos ou leveduras e em
anaerdbios facultativos ou aerébios. Entdo, tais caracteristicas foram atribuidas
simultaneamente. Todos os fungos isolados sao leveduras, logo, sdo anaerébios
facultativos (SHIMOMURA-SHIMIZU; KARUBE, 2010).
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Bactérias
Gram (+) Anaerobico facultativo

Gram(-) Aerobico

Figura 21: Classificagao referente aos dominios e ao metabolismo energético dos
microrganismos isolados das amostras de matéria-prima: (a) do hidrolisado de milho;
(b) do xarope de cana-de-agucar; e (c) do caldo da cana-de-agucar.

Microrganismos do género Pseudomonas e Bacillus sao importantes
rizobactérias que fixam nitrogénio atmosférico. Espécies desses géneros sao
amplamente estudadas para aplicagdes como inoculantes agricolas, pois podem
aumentar a solubilizagdo de minerais e sua absorcao pela planta. Além disso, eles
também podem ser usados para controle bioldgico. Espécies do género
Pseudomonas s&o bacilos Gram-negativos aerdbios restritos. Pseudomonas
fluorescens € um dos mais eficazes antagonistas selecionados pelo solo para a
supressao de doencgas (JUYAL et al., 2021; TAO et al., 2020a).

A filogenia microbiana possibilita verificar a interrelagdo das espécies pela
presenca de genes comuns entre elas. Ademais, a filogenia suscita caracteristicas
compartilhadas entre algumas espécies. A partir do género, uma informagéao imediata
disponivel na identificagdo dos microrganismos, ja € possivel realizar inferéncias e
discriminagdes sobre os microrganismos isolados. A filogenia possibilita uma vis&o
geral, estendendo essa abordagem a outros niveis taxondmicos (MADIGAN et al.,
2010c).
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A arvore filogenética dos microrganismos isolados com base na sequéncia de
nucleotideos do gene 16S e 18S rRNA foi apresentada na Figura 22. Em relagao as
bactérias, a comunidade microbiana foi dominada por membros dos filos Firmicutes,
principalmente bactérias acido laticas, e Proteobacteria. Esses resultados conferem
com resultados reportados na literatura sobre a diversidade microbiana no
bioprocesso de etanol (COSTA et al., 2015; FIRMINO et al., 2020; LI; HEIST; MOE,
2016; QUEIROZ et al., 2020).

g Rahnella aquatilis
Bacteria quas
Pantoea septica

Pseudomonas nitroreducens

Pseudomonas fluorescens

Classe Gamma
Proteobacteria

Stenotrophomonas maltophilia

Proteobacteria

Filo

Asaia bogorensis

Mycolicibacterium phocaicum
Bacillus megaterium
Leuconostoc mesenteroides

Leuconostoc lactis

Lactobacillales
Firmicutes

Ordem
Filo

Leuconostoc citreum
Eukarya Pichia manshurica
Pichia bruneiensis

Schizosaccharomyces pombe

Wickerhamomyces anomalus
Torulaspora delbrueckii

Kodamaea ohmeri

Saccharomycetales

Ordem

Hanseniaspora opuntiae

Rhodotorula mucilaginosa

Meyerozyma guilliermondii

Figura 22: Arvore filogenética (software MEGA 7) com base na sequéncia de
nucleotideos do gene 16S e 18S rRNA. As sequéncias foram alinhadas com
MUSCLE e analisadas pelo método de Maxima Verossimilhanca. A confiabilidade da
arvore foi testada por reamostragem de bootstrap (1000 replicagdes).
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5.1.3 Cinética de crescimento sob estresse etandlico

O estresse etandlico € uma condigao inerente ao processo fermentativo e um
fator limitante da produtividade. O acumulo de etanol no meio durante o processo pode
reduzir a velocidade especifica de crescimento das leveduras, reduzir a fermentacao
e provocar morte celular. Na industria alcooleira, a concentragéo de etanol pode atingir
valores tao elevados (superiores a 10% v'v'') que se tornam toxicos inclusive para a

prépria levedura.

A levedura Saccharomyces cerevisiae € mais tolerante ao estresse etandlico
do que muitos microrganismos. A principal razdo para isso esta associada a

capacidade da prépria levedura de produzir etanol.

Além disso, Saccharomyces cerevisiae € Crabtree-positiva. Em 1926, Herbert
G. Crabtree postulou o Efeito Crabtree em leveduras estudando o efeito Warburg em
células tumorais. Segundo o Efeito Crabtree, mesmo havendo oxigénio, a levedura
obtém ATP preferencialmente por fermentacdo alcodlica do que por respiragao
celular. Esse processo € induzido sob concentragao de glicose ou frutose excedendo
um valor limite, depedendo da cepa. Em outras palavras, o Efeito Crabtree é definido
pela repressao do metabolismo respiratorio induzida pela glicose, reversivel e de curto
prazo (DIAZ-RUIZ; RIGOULET; DEVIN, 2011; NATTER; KOHLWEIN, 2013;
PFEIFFER; MORLEY, 2014). Isso provavelmente ocorre porque a velocidade de
obtencao de ATP pela fermentagao é maior do que pela respiracao celular e também
devido ao efeito deletério do etanol sobre o crescimento de microrganismos

concorrentes.

O etanol atua principalmente sobre a membrana celular, alterando sua
estrutura e sua fungdo. Sob estresse etandlico, a membrana celular torna-se mais
fluida e menos seletiva, possibilitando a transicdo de ions e até metabdlitos de baixo
peso molecular. Além disso, o etanol também afeta proteinas e o reticulo
endoplasmatico. A redugcdo da atividade de &agua pode desnaturar enzimas
importantes da via glicolitica (CASPETA; CASTILLO; NIELSEN, 2015; STANLEY et
al., 2010).
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Claro e colaboradores (2007) estudaram o efeito deletério do etanol a S.
cerevisiae em meio YPD. Eles verificaram que quando a concentracdo de etanol

atingiu 10% v'v-', a morte celular atingiu 10% em 8 horas e 40% em 24 horas.

Em relagdo a levedura comercial de referéncia Ethanol red™, os
microrganismos isolados apresetaram pmax sob estresse etandlico estatisticamente
pelo método ANOVA (p < 0,05) e pela comparagao par a par feita pelo método Tukey.
Essa informacdo pode ser verificada por meio da analise estatistica anexada no
APENDICE B.

Mediante Os microrganismos isolados ja apresentaram velocidade especifica
maxima de crescimento na condi¢ao inicial (sem adi¢cao de etanol) inferior em relagao
a levedura (Figura 23). Os parametros cinéticos foram determinados em monocultura.
Entao, fatores inerentes a sinergia e competicdo microbiana n&o influenciaram a
cinética de crescimento. Sob estresse etandlico, a maior parte deles apresentou subita
perda na velocidade especifica de crescimento. Em geral, a levedura comercial tolerou
melhor o estresse etandlico do que os contaminantes. A taxa de crescimento dos
microrganismos isolados diminuiu mais rapido e em concentragbes inferiores as
observadas nos perfis de crescimento da levedura comercial usada como referéncia.
A toleréncia ao estresse é uma vantagem para a levedura comercial em relagéo a

contaminagao.

A bactéria acido latica Leuconostoc mesenteroides (C8-010) apresentou
velocidade especifica de crescimento maxima maior do que a Ethanol red™ sob
concentragdes de etanol superiores a 10% v'v-'. Dentre os microrganismos isolados,
elas foram as mais tolerantes ao estresse etandlico. Ambas foram isoladas da amostra
de caldo de cana-de-agucar em meio MRS. Em geral, bactérias acido laticas s&o
organismos tolerantes ao etanol. Os principais contaminantes na industria alcooleira
sao BALs, devido a capacidade das mesmas em lidar com altas concentracdes de
etanol e baixa concentragdo de pH (BREXO; SANT'ANA, 2017; PITTET; MORROW;
ZIOLA, 2011; SKINNER; LEATHERS, 2004).
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Figura 23: Perfis da variagao da velocidade especifica maxima de crescimento (Umax) em fungédo da concentragao inicial de etanol
de todos os microrganismos isolados. Foram ensaiadas cinéticas em meio YPD acrescido de etanol entre 0 e 12% m-v-'.
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5.2 Efeito da contaminagao no rendimento etandlico

O hidrolisado de milho e o xarope de cana estdo entre as matérias-primas mais
empregadas na industria de producao de etanol combustivel. O mosto constituido pela
mistura dos dois compostos pode apresentar duas vantagens principais: obter um
mosto mais suplementado nutricionalmente e fornecer a industria mais possibilidades
economicamente favoraveis. Por exemplo, a industria pode optar pela cultura da cana

para suprir a demanda energética pela queima do bagacgo de cana (SICA et al., 2021).

A fermentacao foi realizada utilizando a levedura S. cerevisiae como inéculo,
sendo selecionada a cepa comercial Ethanol red™. Assim, ja era esperado encontrar
nas amostras dos mostos submetidas a descontaminacgao apds a fermentacido apenas
a levedura inoculada. Mas, nas amostras de mosto com contaminagao inata apds a
fermentacdo nenhuma coldnia bacteriana cresceu. Isso porque a contaminacao
bacteriana das amostras de matérias-primas estavam presentes numa concentragcao
inicial baixa ou porque ndo conseguem resistir ao processo fermentativo. A
contaminagao microbiana cronica, entretanto, tem sido associada a capacidade de
formacao de biofilmes, geralmente mais resistentes aos processos de limpeza e

antibioticos do que as células suspensas (DELLIAS et al., 2018).

Amostras dos vinhos livres de células por centrifugagao foram coletadas para
a quantificacdo de metabdlitos, tais como, agucares redutores totais, etanol e glicerol.
Ademais, os analitos citados também foram determinados nas amostras de mosto
misto previamente ao inéculo. Os rendimentos etandlicos e os valores de ART obtidos

estao indicados na Figura 24.
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Figura 24: Rendimentos etandlicos, concentragbes de ART residual e consumido em
cada uma das condicdes de fermentacao ensaiadas: mostos mistos 90:10, 80:20 e
70:30% v'v-! submetidos a radiag&o ionizante de 20kgy, vapor umido a 121°C por 15
minutos e sem tratamento.

Em relagcdo ao efeito do procedimento de tratamento da contaminacédo no
rendimento de etanol, verificou-se que as condigdes sem nenhum tratamento tiveram
rendimentos de etanol superiores aos esterilizados em autoclave e aos submetidos a
radiacao ionizante de 20 kGy. Os menores rendimentos etandlicos foram encontrados
na fermentagcdo do mosto misto autoclavado. O tratamento do mosto em autoclave
como método de esterilizagdo relaciona-se com o aumento do efeito inibitério
(KLINKE; THOMSEN; AHRING, 2004). Calegari e colaboradores (2023) estudaram a

desinfecgcao de mosto por feixe de elétrons e verificaram que o tratamento do mosto

67



nao implicou na inversao de agucares e formagao de compostos inibitérios, tais como,

flavonadides, furfural e 5-HMF, porém ocorreu formacao de compostos fendlicos.

As concentragdes de ART residual foram maiores nas fermentagcées de mosto
misto irradiado. A hipotese sugerida para as concentragdes residuais de ART obtidas
€ a baixa concentragdo de inoculo (absorbéncia de 0,2 a 600 nm) realizada nos
primeiros ensaios em tubo conico. Os rendimentos de etanol foram maiores nas
fermentagdes originais do mosto misto (sem tratamento de descontaminagao
microbiana) de 80:20% v-v' e 70:30% v-v-!, sendo 94% e 97%, respectivamente. Nao
foi possivel verificar a diferenga entre os rendimentos obtidos nestes dois casos,
considerando o desvio padrdo. O mosto misto 6timo foi constituido por 80% v-v' de
hidrolisado de milho e 20% v-v' de melago de cana sem tratamento de
descontaminagao, pois apresentou maior rendimento (94%) e menor ART residual
(26 g-L™"). Assim, esta condigdo de mosto misto foi usada para todas as fermentagoes

subsequentes.

As concentragdes de glicerol obtidas ao final dos processos fermentativos
ensaiados estiveram dentro da faixa de 4,3 e 6,6 g'L" (Figura 25), que esta de acordo
com os dados de concentragcédo de glicerol encontrados na literatura ndo associados
a perda de rendimento por estresse osmoético (PERSSON; GALBE; WALLBERG,
2020). O (dlicerol & o principal subproduto da fermentacdo alcodlica por
Saccharomyces cerevisiae e pode indicar estresse osmotico (KUMAR; SINGH;
GHOSH, 2022; WALKER; BASSO, 2020; YU; KIM; HAN, 2010). O glicerol é formado
para reoxidar o excesso de NADH que surge através da sintese de biomassa (DE
VALK et al., 2022). Porém, sob estresse osmaotico as células de levedura produzem
mais e retém glicerol no citoplasma buscando controlar o desequilibrio osmético. A
producao de glicerol contrapde o rendimento etandlico. A sintese de glicerol pela
levedura em geral pode consumir até 4% dos agucares fermentesciveis (BABAZADEH
et al., 2017; HOHMANN, 2002; ZHANG et al., 2013).
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Figura 25: Concentragdes de glicerol inicial e formado em cada uma das condigbes
de fermentagdo ensaiadas: mostos mistos 90:10, 80:20 e 70:30% v'v'' submetidos a
radiagdo ionizante de 20kgy, vapor umido a 121°C por 15 minutos e sem tratamento.

5.3 Efeito da concentracao de inéculo no rendimento etanélico

A concentragao inicial de indculo pode afetar o rendimento de etanol. Pois, o
crescimento celular consome acucares fermentesciveis. Concentragcbes baixas de
in6culo pode aumentar demasiadamente o periodo de fermentacdo. E, concentragdes
iniciais de in6culo maiores tendem a aumentar a velocidade de formacao de etanol
(AZHAR et al., 2017; HASHEM et al., 2021; WANDERLEY; SOARES; GOUVEIA,
2014). Os ensaios na terceira sec¢ao deste projeto foram conduzidos em mosto misto
80:20% v'v-' variando a concentracdo inicial de indculo em 2,5% mv', 5,0% m'v'e
7,5% m'v!, em massa Umida.
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A duracao total da fermentacao foi de 41,5 horas. Os resultados obtidos de cada
uma das condicdes de concentragao de inéculo ensaiadas constam na Tabela 12. Ao
final da fermentagdo de mosto misto com a menor concentragdo de inoculo testada
(2,5% m-v') foi obtida uma concentragdo de ART residual de 6,71 g'L-', enquanto a
concentragéo final de etanol foi de 76,87 g'L"'. Sob condi¢cdes de fermentagdo de
concentragdes de inéculo de 5,0% m-v' e de 7,5% m'v-! observou-se uma deplegdo
quase completa de agucares redutores totais, com ART residual neste caso sendo

0,68 g-L"e 0,59 g'L", nessa ordem.

Tabela 12: Concentragdes de acgucares redutores totais e etanol obtidos ao final do
processo e rendimento etandlico de cada uma das condi¢des de fermentagao do
mosto misturado variando o tamanho do inéculo.

ARTResidual Coc?ce?traglao Rendimento
Concentragéo (gL © elano etandlico
de inéculo (g-L7)
(% m-vT) : : :
Média DSSVIO  ggig  DESVIO gy, Desvio
padrao padrao padrao
2,5 6,71 +0,48 76,87 + 0,95 97% +£1,47%
5,0 0,68 + 0,01 86,29 + 1,89 104% £2,28%
7,5 0,59 + 0,03 84,24 + 0,08 102% £ 0,09%

E desejavel que o ART residual seja minimizado. Isso porque sobras de agucar
indicam prejuizo na industria. Além disso, o descarte desse agucar no efluente pode
ter implicacbes ambientais. A exaustdo do acgucar indica um processo de fermentacao
completo (ORTIZ et al., 2013; THOMAS; HYNES; INGLEDEW, 2001). Na industria de
fermentacao de etanol, o acucar residual ao final da fermentagao é estritamente
controlado num nivel muito baixo (ndo mais que 5 g'L-") (BAl; ANDERSON; MOO-
YOUNG, 2008).

Ja as concentragbes finais de etanol foram 76,87 gL' e 86,29 gL' nas
fermentagbes de mosto misto com concentragbes de inéculo de 2,5% mv' e
5,0% m-v!, respectivamente. Na fermentagcdo de mosto misto com 7,5% m-v' de

indculo, a concentragéo de etanol foi 84,24 g-L™".
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Conforme reportado na literatura (LALUCE et al., 2009), a concentragao de etanol
produzido aumenta com o aumento da concentracdo do inéculo. Porém, o aumento
da concentragdo de inoculo conduz ao esgotamento de substrato, sendo que
aumentar além disso a concentracdo de inoculo parece nao propiciar melhores
rendimentos da fermentacdo (ORTIZ et al., 2013; THOMAS; HYNES; INGLEDEW,
2001). Entao, niveis mais elevados de indculo tornam a fermentagao mais rapida, mas
nem sempre pode ser favoravel ao processo (LALUCE et al., 2009). Existe, portanto,
um ponto 6timo para concentragdo de inoculo, concentragdo de substrato (ART) e

produtividade de etanol.

O menor rendimento etandlico (97+ 1,47%) foi obtido com 2,5% m-v-! de
in6culo. Enquanto, os rendimentos etandlicos, considerando os desvios padrdes, nas
fermentagdes com 5,0% m-v' e 7,5% m'v' de inéculo ndo apresentaram distingao
(104%+ 2,28% e 102%= 0,09%, nessa ordem). Sob a otica desses fatores, a
fementagdo de mosto misto com 5,0% m-v-! de indculo apresenta mais vantagem em
maior escala, ja que o inoculo é menor. Nao foi possivel verificar variagao,
considerando os desvios padroes obtidos, entre as concentracdes celulares ao final
do processo das fermentagdes conduzidas com indculo de 2,5% m-v'' e de 5,0% m-v-
', conforme valores apresentados na Tabela 13. A fermentagdo de mosto misto com

7,5% m-v! de inéculo apresentou a maior concentragao celular final.

Tabela 13: Concentragao celular em massa Uumida ao final da fermentacdo de mosto
misto de cada uma das condi¢des de concentracido de inoculo testadas.

Condigoes de ensaio A Peso (g)

Concentragao de

inculo (%m-v-) Média Desvio padréo

2,5 1,05 + 0,004
5,0 1,12 + 0,053
7,9 1,16 + 0,02

A concentragcdo do indculo afeta os parametros cinéticos na fermentacéo do
etanol (AZHAR et al., 2017; HASHEM et al., 2021). O aumento da concentrag&o de
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in6culo esta relacionado ao aumento da concentracdo de biomassa, da taxa maxima

de consumo e da taxa maxima de crescimento (TURHAN et al., 2010).

5.4 Aumento de escala da fermentagcao etandlica em biorreator de bancada

As condicbdes de fermentacdo que apresentaram os melhores parametros de
fermentacao nos ensaios em tubos cdnicos foram selecionadas para o aumento de
escala da fermentagdo. Assim, a fermentagcdo do mosto misto 80:20% v'v'' sem
descontaminagdo e concentragdo de inéculo de 5,0% m-v' foi a melhor condigdo
analisada. Embora ao final da fermentagdo do mosto misto 80:20% v'v-! ndo tratado
e com indculo de 7,5% m'v-!, as concentragbes de etanol e de agucar redutor residual
foram muito semelhantes aos obtidos com a concentragdo de indculo de 5,0% m-v',
a fermentagdo com maior concentragao de inéculo (7,5% m-v-') também foi realizada
em biorreator. Isso foi realizado para verificar o desempenho dos dois processos ao

longo da fermentagdo, analisando amostras também durante o processo.

Conforme pode ser observado por meio da Figura 26, as concentragdes de
agucares redutores totais, etanol e glicerol alteraram até, aproximadamente, as
primeiras 15 horas de fermentacédo em biorreator. Ao final dos ensaios de fermentacao
em biorreator de bancada, tanto no ensaio A (inéculo 5,0% m-v-') quanto no ensaio B
(inéculo 7,5% m'v'), as concentragbes de ART esgotaram. Este mesmo
comportamento foi verificado nos ensaios em tubo cénico. Os perfis de formagao de
glicerol em ambos os ensaios A e B foram semelhantes. Ao final da fermentagéo, as
concentragdes de etanol foram 80,08+0,51 g'L-' e 86,73+2,01 g'L-! nos ensaios A e

B, respectivamente.
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Figura 26: Redugdo das concentragbes de agucares redutores totais, aumento das
concentragdes de etanol e glicerol nos ensaios em biorreator: fermentagdo de mosto
misto 80:20% v'v-' variando o indculo em 5,0% m-v' (ensaio A) e 7,5% m'v' (ensaio

B).

Os perfis de consumo de cada um dos agucares (glicose, frutose, sacarose e
maltose) dos dois ensaios em biorreator foram plotados e apresentados nas Figura 27
e Figura 28. Durante aproximadamente 15 horas de fermentagdo, a diminui¢cao de
agucares foi exponencial. Ainda foi detectada glicose, sendo as concentragdes de
glicose nas amostras de cerca de 15 horas dos ensaios A e B foram 15,51+0,36 gL

e 7,120,170 g'L*', respectivamente. A hexose minoritaria, a frutose, ainda foi
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detectada em quantidades infimas (0,85+0,00 g'L"! no ensaio A e 0,46+0,01 no ensaio
B). Sendo que nas amostras subsequentes, a partir de cerca de 24 horas de
fermentacao, a frutose havia sido esgotada. Ja a sacarose, um agucar minoritario do
mosto misto, foi completamente hidrolisada até as primeiras 15 horas de ensaio. A
maltose foi lentamente consumida, sendo detectada ainda quando transcorridas cerca

de 47 horas de fermentagdo em ambos 0s ensaios.

A maioria das leveduras pode converter uma variedade de hexoses em etanol
pela via glicolitica (TSE; WIENS; REANEY, 2021). A levedura Saccharomyces
cerevisiae faz uso preferencial de glicose como fonte de carbono e energia, uma vez
que ela pode naturalmente transporta-la para dentro da célula por difusao facilitada
mediada transportadores de hexoses, onde a glicose € matabolizada pela via
glicolitica (DE VALK et al., 2022; KAYIKCI; NIELSEN, 2015). Embora a frutose seja
metabolizada simultaneamente a glicose, esta é consumida mais rapidamente
(BERTHELS et al.,, 2004; D’AMORE; RUSSELL; STEWART, 1989; NADAI et al.,
2021).

O principal agucar no xarope de cana-de-agucar é a sacarose (BASSO et al.,
2011). Vale ressaltar que a levedura S. cerevisiae pode hidrolisar a sacarose em
glicose e frutose, principalmente pela invertase extracelular e captar as hexoses para
o interior da célula onde sdo metabolizadas (BASSO et al., 2011; BATISTA; MILETTI;
STAMBUK, 2004). A maltose proveniente do hidrolisado de milho também pode ser
metabolizado pela levedura. A maltose é transportada para dentro da célula por meio
de transportador transmembranar especifico, e entdo, € hidrolisada pela maltase
intracelular em duas unidades de glicose metabolizadas na via glicolitica (NOVAK;
ZECHNER-KRPAN; MARIC, 2004).
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Na fermentagdo do mosto misto com inéculo 5,0% m'v' em biorreator, o
rendimento etandlico obtido foi muito consistente com a concentracao final de etanol
obtida em tubo conico (Figura 29). No entanto, no caso da fermentacdo do mosto
misto com 7,5% m-v-! em biorreator, o rendimento de etanol aumentou em relagéo ao
rendimento obtido em tubo cbnico. Nas fermentagcdes em biorreator, foi possivel
verificar uma maior diferenca entre os rendimentos de etanol dos dois ensaios, A e B,
e 0 aumento do inéculo contribui para o aumento do rendimento de etanol. Isso pode
ter ocorrido devido ao método de agitacdo por impelidores em biorreator
possivelmente propiciar melhor homogeneizagao das células de levedura. A agitagao
€ um fator central na fermentacao, pois posiibilita a dispersao suficiente propiciando
um ambiente homogéneo e eficaz para a reagdo (AFEDZI; RATTANAPORN;
PARAKULSUKSATID, 2022).
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Figura 29: Perfil dos rendimentos etandlicos ao longo das fermenta¢des de mosto
misto 80:20% v-v-!' em biorreator. Em (A), com 5,0% m-v-! de indculo e, em (B), com
7,5% m'v' de inéculo.

As amostras coletadas nos ensaios A e B em biorreator foram analisadas
também em relagdo a contaminagdo bacteriana. Na Figura 30 constam as
concentragdes bacteriana obtidas em meio YPD contendo antifungico cicloheximida e
na Figura 31 a concentragao bacteriana em meio MRS com cicloheximida. Nas duas
condicdes de fermentagdo em biorreator, nenhuma coldnia bacteriana cresceu no

teste de contaminag&o em placa de Petri tanto no meio YPD quanto no meio MRS das
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amostras de vinho coletadas apds 36 horas de fermentacéo. Isso reitera os resultados
obtidos nos ensaios em tubo cbnico, em que nenhuma col6nia bacteriana foi isolada

das amostras de vinho das fermentacgdes.
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Figura 30: Perfis de carga bacteriana obtida em meio YPD a partir da fermentacao
de mosto misto 80:20% v-v'' em biorreator com 5,0% m-v-' de indculo, em (A), e da
com 7,5% m-v' de inéculo, em (B).
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Figura 31: Concentrag&o bacteriana obtida em meio MRS durante a fermentacéo de
mosto misto 80:20% v-v-' em biorreator com 5,0% m-v-' de inéculo, em (A), e da com
7,5% m-v-' de indculo, em (B).
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O pH ¢6timo da fermentac&o etandlica na industria situa-se entre 4 e 5 (LIMA;
BASSO; AMORIM, 2001). Acima de pH 5,0 o crescimento de bactérias é favorecido
(KADAR et al., 2007). Ao longo do processo, em ambas fermentagées, o pH diminuiu
(Figura 32). Na fermentagdo com indculo 5,0% m-v-', o pH inicial foi de 5,73 e o pH
final foi de 3,73. Na fermentagéo com 7,5% m-v' de inéculo, o pH reduziu de 5,79

para 4,11.

pH

T T T 1

0 12 24 36 48 60 72 84
Tempo (horas)

Figura 32: Variagdo do pH durante as fermentagdes de mosto misto 80:20% v-v-' em
biorreator. (A) refere-se ao ensaio com 5,0% m-v' de indculo e, em (B), constam os
valores do ensaio com 7,5% m-v-! de inéculo.

Em relagao a viabilidade celular (Figura 33), na primeira amostra coletada logo
apos o indculo a viabilidade da levedura foi menor do ,as amostras seguinte, nas quais
a viabilidade celular variou pouco (<2%). Isso deve estar relacionado a tenséo

cisalhante da separagao das células durante a preparacao do inéculo, que resulta em

estresse e morte celular.
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Figura 33: Perfis de viabilidade celular dos dois ensaios de fermentacéo de mosto
misto 80:20% v-v'' em biorreator. Em (A), o indculo foi de 5,0% m-v-' e, em (B), a
fermentagéo ocorreu com 7,5% m-v-! de inéculo.

Durante a inoculagao e a fermentacgao, varios fatores podem afetar as células de
levedura. O estresse celular inclui fatores biolégicos (competicdo microbiana, por
exemplo), quimicos (toxicidade de etanol, métabolitos e pH) e fisicos (presséo
osmotica). Mediante os efeitos deletérios do estresse celular, a contaminagao
microbiana, as mutacbes da levedura, a floculagdo de leveduras, podem
oportunamente aumentar e afetar ainda mais as leveduras. A redugao da atividade e
da viabilidade da levedura influenciam o rendimento e a produtividade de etanol (TSE;
WIENS; REANEY, 2021).
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6 CONCLUSOES

Das amostras de hidrolisado de milho, xarope de cana-de-agucar e caldo de cana
foram isolados 3 leveduras e 2 bactérias, 3 leveduras e 5 bactérias, 5 leveduras e 4
bactérias, respectivamente. Apesar de apresentar a menor carga microbiana dentre
as amostras analisadas, a amostra de xarope apresentou relativamente diversidade
microbiana. Das bactérias isoladas da amostra do caldo de cana, trés foram espécies
de Leuconostoc. Todos os microrganismos isolados apresentaram velocidades
especificas maximas de crescimento menores do que a levedura. A bactéria acido
latica Leuconostoc mesenteroides isolada da amostra de caldo de cana apresentou
velocidade especifica de crescimento maxima maior do que a Ethanol red™ sob
concentragdes de etanol superiores a 10% v'v-'. Os demais microrganismos isolados
apresentaram tolerancia ao etanol inferior a observada no caso da levedura comercial

de referéncia.

Em relagédo ao efeito do método de tratamento da contaminagao no rendimento
de etanol, verificou-se que as fermentagcdes de mosto misto com contaminacao inata
apresentaram rendimentos de etanol superiores aos casos em que 0 mosto misto foi
autoclavado ou submetido a radiag&o ionizante de 20 kGy. Os menores rendimentos
etandlicos foram encontrados na fermentacdo do mosto misto autoclavado. E, as
concentracdes de ART residual foram maiores nas fermentacbes de mosto misto
irradiado. De acordo com o maior rendimento de etanol (94%) e a menor concentragao
de agucares residuais (26 g-L-') obtidos, o0 mosto misto 6timo foi aquele constituido
por 80% v-v-! de hidrolisado de milho e 20% v-v-' de melago de cana sem tratamento
de descontaminagdo. A contaminacao bacteriana n&o resistiu ao processo
fermentativo. Apds as fermentagdes, nenhuma colénia bacteriana foi isolada em todas

as condi¢oes de mosto misto ensaiadas.

A produtividade do etanol aumentou com o aumento do tamanho dos inéculos.
Embora niveis mais altos de in6culo levaram a uma fermentagao mais rapida, ha um
ponto 6timo para concentragdo de indculo, concentracdo de substrato (ART) e

produtividade de etanol.
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Ao final da fermentagao de mosto misto 80:20% v-v-! variando a concentragdo de
indculo (41,5 horas de ensaio), ainda havia ART residual (6,71 g-L") na fermentagéo
com a menor concentragdo de indculo ensaiada (2,5% m-v''), enquanto a deplegéo
de ART nas condigées de 5,0% m-v-' e de 7,5% m-v' de inéculo foi quase completa
(0,68 gL' e 0,59 g-L™", respectivamente). O menor rendimento etandlico (97+ 1,47%)
foi obtido com 2,5% m-v-! de indculo. Nao foi possivel verificar variagao, considerando
os desvios padrdes obtidos, entre os rendimentos etandlicos obtidos com os indculos
de 5,0% m-v'' e 7,5% m-v' (104%+ 2,28% e 102%= 0,09%, nessa ordem).

Nos ensaios em biorreator, 0 aumento do tamanho do inéculo contribui para o
aumento do rendimento de etanol. Nas amostras coletadas apds 36 horas de
fermentacao, ndo houve crescimento microbiano nos isolamentos em meio YPD
quanto no meio MRS das amostras de vinho coletadas apds 36 horas de fermentacgao.
Isso reitera os resultados obtidos nos ensaios em tubo cdnico, em que nenhuma

colonia bacteriana foi isolada das amostras de vinho das fermentacgdes.
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APENDICE A - Eletroforese em gel de agarose (1,0%) para bandas de DNA dos

microrganismos isolados

Padrdo  M1-Y M2-Y M4-Y TM1-Y X1-Y  X2-Y X3-Y  WX4-Y
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APENDICE B — Analise estatistica da cinética microbiana sob estresse etandlico

pelo método Tukey

Comparacgéo das médias de pmax dos microrganismos isolados do hidrolisado

de milho e da Ethanol red™ sob estresse etandlico de 0-10% v-v' (de A a F).
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Comparacgao das médias de umax dos microrganismos isolados da amostra de

xarope de cana e da Ethanol red™ sob estresse etandlico de 0-10% v-v' (de A a F).
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Comparacgao das médias de umax dos microrganismos isolados da amostra de

caldo de cana e da Ethanol red™ sob estresse etandlico de 0-10% v-v' (de A a F).
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