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RESUMO - A volatilidade dos precos dos combustiveis a base de petréleo no mundo
e a seguranca do clima brasileiro impulsionam a pesquisa por fontes de energia
alternativas e o desenvolvimento de pesquisas em biocombustivel para substituicdo do
petroleo desde 1970. O estudo da fermentacdo alcodlica utilizando leveduras
floculantes aparece como uma alternativa a diminuicdo dos custos desta producéo pela
facilidade de separacdo das leveduras do meio fermentado por um processo de
decantacdo. Uma das preocupacbes é o tratamento das contaminacGes durante a
fermentacdo, este trabalho estuda o efeito de antibi6tico natural em comparagdo ao
antibiético comercial Kamoran que em alguns casos tem seu uso limitado por
restricbes a salde ou a resisténcias de cepas. Foram realizadas fermentacGes em
bateladas com concentracdo de 160 g/L de sacarose, a temperatura controlada em
32°C sem contaminagdo; com contaminacdo e sem antibiotico; contaminada e tratada
com 3 ppm de Kamoran; e contaminada e tratada com 35 ppm de beta bio, condi¢des
dos antibidticos recomendadas pelos fabricantes. Concentracbes como: lppm de
Kamoran e beta bio nas concentracdes de 20 e 45ppm também foram analisados. As
fermentagdes ocorreram em 10 horas, obtendo-se 92% de rendimento da fermentacéo
sem contaminacdo, valor este reduzido a 50% quando contaminada; 83% quando
tratada com Kamoran (3ppm) e 86,6% com a utilizacdo do beta bio (35ppm).

Palavras chave: antibiotico, Kamoran, beta bio.

INTRODUCAO

O petrdleo sempre teve grande destaque
no setor energético nacional e mundial.
Entretanto, visando diminuir os problemas
ambientais e devido as perspectivas de
esgotamento das fontes ndo renovaveis de

*Bolsista CNPQ.

combustiveis fosseis, o biocombustivel surgiu
como uma opcao mais viavel para assegurar
um futuro sustentavel.

Por volta de 1970, com a crise do petroleo,
instaurou-se no Brasil o programa Pré- Alcool,
no qual consistia no incentivo a substituigdo
do petrdleo pelo etanol. Foi entdo, que o alcool



COmegou a surgir como uma nova alternativa
de biocombustivel, uma vez que se comparado
aos combustiveis fosseis, o etanol apresenta as
vantagens de ser uma fonte renovavel de
energia, que contribui com a reducdo das
emissdes de poluentes.

Nesse contexto, o desafio passou a ser a
identificacdo dos gargalos que limitam o0s
processos de fermentacdo industriais e o
desenvolvimento de processos que fornegam
alta producéo de etanol (Alfenore et al., 2004).

Atualmente, a utilizacdo de leveduras
suspensas no meio fermentativo em plantas
industriais de producdo de etanol é muito
ampla. Porém, devido a dificuldade de se
operar com altas densidades de leveduras a
producdo de etanol acaba inevitavelmente
sendo mais baixa. Um recurso para o aumento
dessa produtividade seria a separacdo das
células por centrifugacdo e reciclo das mesmas
ao reator. Entretanto, os altos investimentos de
capital e elevado custo energético de operacao
das centrifugas estdo associados ao custo de
tratamento e bombeamento da corrente de
reciclo que elevam o custo do produto final e
entravam sua aplicacdo em plantas quimicas
produtoras de etanol, especialmente em paises
em desenvolvimento, onde o custo energético
é relativamente alto (Xu et al., 2005, Filho,
2007).

A aplicacdo de cepas floculantes, como
por exemplo, a espécie Saccharomyces
cerevisae, no processo de fermentacdo
alcoolica vem sendo analisada, uma vez que
essas cepas possuem a capacidade de se
agregarem espontaneamente e formarem
flocos, resultantes da ligacdo das proteinas
com os receptores da superficie celular e da
movimentacdo das células, que se concentram
no fundo do reator apds a transformacdo dos
acucares presentes no caldo de cana em alcool.

Dessa maneira, a retencdo das células
floculantes no reator possibilita sua
reutilizagéo, dispensando assim a
centrifugagdo do vinho fermentado e
garantindo uma economia em termos de
aquisicdo e manutencao de centrifugas.

Entretanto, dentre os diversos fatores
fisicos, quimicos e microbioldgicos que podem
afetar a floculagdo de leveduras, o rendimento
da fermentacg&o e a eficiéncia da converséo de
acucar em etanol (ZHAO et al., 2009, LIMA

et al.,, 2001), uma das preocupacdes é o
tratamento das contaminacGes durante a
fermentagdo alcdolica.

Com isso, o0 estudo do efeito de
antibidticos naturais bem como os comerciais,
se torna um fator importante a ser analisado de
modo a contribuir e auxiliar no aumento da
produtividade e na reducdo do custo do
processo, promovendo assim a aplicagédo de
cepas floculantes na producdo de etanol a nivel
comercial.

MATERIAIS E METODOS

Utilizou-se como  micro-organismo
Saccharomyces cerevisiae com caracteristicas
floculantes, denominada C2/00, doada pelo
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Bioldgicas e Agricolas (CPQBA). Os
reagentes utilizados foram todos de grau
analitico, com exce¢do do acucar, que foi
sacarose comercial. A composicdo do meio
para cultivo das leveduras consistiu-se de
sacarose comercial (160 g/L), KH,PO4 (5 g/L),
MgSO47H,0 (1 g/L), [NH4].SO4 (2 g/L) e
extrato de levedura (6 g/L) (Pacheco, 2010).

Os experimentos foram realizados no em
um fermentador Biostat M ( B. Braun Co.,
Alemanha) operado em batelada e com volume
de 2L e operado com 1,5L de meio. Este reator
é dotado de camisa para recirculacdo de agua
proveniente de um banho termostatizado, no
qual se manteve a temperatura constante em
32°C £ 0,2 em todos os ensaios. O pH foi
ajustado apenas no inicio da fermentagdo em
4.5.

O contaminante foi obtido atraves da
exposicdo do caldo de cana ao ambiente
durante 7 dias, fazendo com que o caldo fosse
contaminado naturalmente. Este contaminado
foi centrifugado, decantado e a fase (cultura
mista) foi armazenada a 5°C e depois
adicionada ao decantado celular de
Saccharomyces cerevisae floculante. O
decantado celular utilizado foi de 150 g o que
corresponde a 10% (v/v) do reator, esse
decantado celular tem uma contaminagdo de
10" UFC/mL e concentracdo de leveduras de
108 células/mL.

Os agentes antibacterianos utilizados nos
processos fermentativos foram um antibiotico
natural Beta Bio (Hopsteiner Trading (Zhuhai)



Co., Ltd), um extrato de llpulo,
predominantemente com B-acidos 45 + 15%
dissolvido em propileno glicol de grau
alimenticio 35 £ 5% e o antibiotico comercial
Kamoran (Quimica Real Brasil), monoenzima.
Para a verificacdo da eficiéncia dos
antibioticos foram realizadas fermentagdes
com a levedura floculante sem a presenca de
bactérias e com a presenca de contaminantes.
Na tentativa de controlar a contaminagédo
foram testadas as concentragdes 1, 3 e 6 ppm
de Kamoran e para o beta bio utilizou as
seguintes concentragdes: 20, 35 e 45 ppm.

Os processos fermentativos foram
acompanhados por analise de acUcares, de
etanol e as contagens de células viaveis de
bactérias e leveduras. Foram retiradas
amostras de 20 mL, nos quais 2 mL foi
utilizado para determinar as contagens de
células e o restante centrifugado a 5000 rpm
durante 15 min, a sacarose e 0 etanol do
sobrenadante foram realizadas por analise no
HPLC (HPLC modelo LC — 20? destaque,
Shimadzu, Japéo).

RESULTADOS E DISCUSSOES

As fermentacOes realizadas com a
Saccharomyces cerevisae com caracteristicas
floculantes em processo batelada a 32°C com
10% (v/v) de decantado celular alcancou
rendimentos altos de 92%, o acUcar de
concentracdo inicial de 160 g/L foi totalmente
consumido em 10 horas de fermentacdo com
produtividade de 7,84 g/L.h. As concentracfes
de etanol, sacarose e celulas de bactérias estdo
na Figura 1.

Ao contaminar as leveduras com as
bactérias do caldo de cana a fermentacédo
ocorreu conforme a Figura 2. Pode observar
que a concentracdo de etanol obtida foi bem
menor que quando ndo tinha contaminacdo a
maior concentracdo foi de 48,56 g/L de etanol
enquanto sem contaminacdo chegou a 78,44
g/L de etanol. Assim houve a necessidade de
controlar essa contaminacdo para melhorar o
rendimento e produtividade da fermentacédo
alcodlica.

Inicialmente foram realizados testes
utilizando o antibidtico comercial Kamoran na
concentragdo indicada pelo fabricante 3 ppm,

mostrado na Figura 3, o uso do antibidtico
mostrou ser eficiente também no controle da
contaminag&o utilizando leveduras floculantes,
obtendo um rendimento de 83%. Foram
testados as concentracGes de 1 e 6 ppm de
Kamoran, na concentracdo de 1 ppm o
rendimento obtido foi muito baixo ficando em
67,42 % e na concentracdo de 6 ppm o
rendimento aumentou para 89,5 % em 10
horas de fermentacdo e o acucar residual de
1,45 g/L foi menor do que obtido na
fermentacdo de 3 ppm de 21,31 g/L.

/
\
!
le ctan‘:)l (/L)

ART (g/L)

;‘3 @ [=]
\ L
A,

|
™
oncentracio d

110

.
ﬁ—_*—_*/“ﬁ%:
5 60 75 50 1 :

o5
0.5

C

—a
’ /”'*H"“““-*—_*_—dr
T T T
] 15 3.0

4

Tempo (h)

Figura 1 - Fermentacdo com 160 g/L
de sacarose sem contaminacio (m sacarose,
A etanol, e células e bactérias x).
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Figura 2 — Fermentagdo com 160 g/L
de sacarose com contaminacao (m sacarose,
A etanol, e células e bactérias x).
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Figura 3 — Fermentacao com 160 g/L de
sacarose com contaminagéo e 3 ppm de
Kamoran (m sacarose, A etanol, e células e
bactérias x).
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Figura 4 — Fermentacdo com 160 g/L de
sacarose com contaminacao e 35 ppm de
Beta-Bio (m sacarose, A etanol, e células e
bactérias x).

No intuito de testar a eficiéncia de um
antibiodtico natural nas fermentagdes com
leveduras floculantes, foi utilizado o Beta Bio
na concentracdo de 20 ppm, a recomendada
pelo fabricante, em 10,5 h de fermentacédo
ainda restava 8,56 g/L de sacarose e obteve
apenas 56,27 g/L de etanol, resultando em um
rendimento de 68,9%. Por isso aumentou-se a
concentragdo para 35 ppm e o rendimento
subiu para 88% e o0 comportamento da
fermentacdo esta na Figura 4. Na tentativa de
aumentar esse rendimento aumentou-se a
concentragdo de Beta Bio para 45 ppm, mas
ndo houve um aumento significativo de
rendimento permanecendo na ordem de 88% e
a diminuigdo da concentracdo de celulas de
bactérias reduziu em 10 vezes.

O rendimento obtido por esse trabalho foi
promissor e se comparado com o trabalho de
Leite et al., 2012 que estudou a influéncia
destes dois antibioticos no controle da
contaminagéo da  fermentagéo com
Saccharomyces cerevisae livre pode constatar
que o rendimento alcangado com leveduras
floculantes foi maior do que com leveduras
livres, mas a diminui¢do da concentracdo de
bactérias e leveduras no trabalho de Leite et
al., 2012 foi bem maior chegando a
concentragdes da ordem de 10° células /mL,
enquanto no nosso trabalho tanto as
concentracdes de leveduras e bactérias nao
reduziram mais que 10’ células/mL lIsto indica
ser a Saccharomyces cerevisae floculante um
pouco mais resistentes aos efeitos dos
antibioticos.

CONCLUSAO

Pode observar que a concentracao
celular de leveduras ndo se alterou durante os
processos fermentativos. O rendimento da
fermentagdo contaminada com  bactérias
diminuiu de 92% para 50%.

Os processos utilizando Kamoran
obtiveram resultados satisfatérios, sendo que
nas concentracbes de 3 e 6 ppm foi obtido
rendimentos de 83 e 89,5%, respectivamente.
Nas fermentacbes utilizando o antibiotico
natural beta-bio a melhor resposta foi na
concentragdo de 35 ppm, atingindo um
rendimento de 86,6%. Observa-se que 0
antibidtico natural teve uma grande atuacao no
controle da contaminacéo utilizando leveduras
floculantes.
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