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RESUMO - A produg¢ao de bioetanol é uma alternativa interessante para a
substituicao dos combustiveis a base de petréleo. Com intuito de diminuir os custos
desta producgdo, estudos sdao impulsionados na dire¢do de encontrar leveduras e
processos alternativos que alcancem altos rendimentos e produtividades para a
fermentacdo alcodlica. O uso de leveduras floculantes se mostra interessante por
facilitar a separacdo e, consequentemente, a reutilizacdo de células pelo processo de
decantagdo. Uma das preocupacdes na fermentagdo alcodlica é o tratamento das
contaminacgdes, assim o presente trabalho estuda o efeito de antibidticos natural em
comparag¢do ao antibidtico comercial Kamoran em fermentagdes com leveduras floculantes.
Foram realizadas fermentagdes em bateladas com concentragdo de 160 g/L de sacarose a
temperatura controlada em 32°C sem contamina¢ao e controlando as contaminag¢des com 1,
3 e 6 ppm de Kamoran e 5, 20, 35 e 45 ppm de Beta Bio. O rendimento das fermentacdes
contaminadas com bactérias diminuiu de 92% para 60%. Os processos utilizando Kamoran
obtiveram resultados satisfatérios, sendo que nas concentragdes de 3 e 6 ppm foi obtido
rendimentos de 83 e 89,5%, respectivamente. Nas fermentagdes utilizando o antibidtico
natural Beta Bio a melhor resposta foi na concentracio de 35 ppm, atingindo um
rendimento de 86,6%.

1. INTRODUCAO

Os combustiveis derivados de petréleo representam em torno de 46% do consumo mundial de
energia, enquanto no Brasil este percentual cai para 37,6%, porém como combustiveis fésseis, suas
reservas sdo finitas e seu uso € uma fonte importante de emissdo de gases de efeito estufa. Encontrar
substitutos para estes combustiveis a partir de matérias organicas renovaveis tem sido um grande
objetivo da comunidade cientifica mundial. Uma das op¢des € o etanol, um excelente substituto para a
gasolina, o principal combustivel usado em automéveis no mundo (Lautenschlager, 2013).

No Brasil, o etanol produzido a partir da cana de agucar substitui, atualmente, cerca de 50% da
gasolina que seria consumida, e seu custo € competitivo sem os subsidios que viabilizaram a criagao
do Proélcool em meados da década de 1970. Segundo dados da Secretaria de Energia do Estado de
Sao Paulo, em 2010, a participac¢do de energias renovaveis na matriz energética mundial era de apenas
12,5%, enquanto que na brasileira era de 45,5%. No Estado de Sdo Paulo este percentual sobe para
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55,5%, sendo que a energia dos derivados da cana de acucar, etanol e bagaco, representa 35,5% do
total, contra 17,8% para o restante do Pais. Estas participacdes da cana de agicar na matriz energética
brasileira provem de uma drea cultivada da ordem de 4,2 milhdes de hectares, o que representa em
torno de 0,5% da édrea agricultavel do Pais (Lautenschlager, 2013).

A producido brasileira de bioetanol tem crescido substancialmente, numa taxa de crescimento
muito acima da expansdo da drea agricola empregada para a cultura da cana. Este fato se deve aos
avangos tecnoldgicos alcangados, tanto na drea agricola, como na drea industrial. Nesta, os processos
de fermentagdo alcodlica evoluiram a partir dos sistemas em batelada com separacdo de fermento do
vinho dos anos 1930, aos processos batelada alimentada e continuos empregando centrifugas
eficientes, com recirculacio e tratamento de fermento. Este fato foi um grande avanco no setor, que
aliado a selecdao de leveduras de alta capacidade fermentativa, melhorias constantes nos processos
produtivos, aumento da eficiéncia energética do setor, avancos nos processos de destilacdo,
autonomia nacional na producdo de equipamentos e insumos, fez com que a industria brasileira do
etanol de primeira geracdo, utilizando cana de aciicar como matéria prima, seja uma das mais
competitivas e mais modernas do mundo (Lautenschlager, 2013).

O emprego do etanol como combustivel veicular no Brasil tem sido ciclico, com as primeiras
citacdes do seu uso na década de 1920, e em mistura com a gasolina em 1931, sempre associado a
grandes aumentos nos precos mundiais do petréleo. Na década de 1970 surgiu um marco interessante,
que foi a criacdo do Programa Nacional do Alcool (Prodlcool). A partir do Prodlcool houve grande
aumento na producdo brasileira de etanol, destinado a frota de automdveis movidos com &dlcool
hidratado, porém em 1986 comecou uma fase de desaceleracio do programa e uma vertiginosa
diminui¢cdo da produgdo de veiculos movidos a dlcool. Iniciou-se entdo uma fase de aumento
crescente da produ¢do do combustivel na forma anidra, para uso em mistura a gasolina. Na safra
2000/2001, a produgdo do etanol anidro ja superava a do hidratado, safra na qual a producdo de etanol
total foi bastante reduzida em relacdo aos anos anteriores. Em 2003 surgem os veiculos flex-fuel no
Brasil e inicia nova fase na histdria do bioetanol brasileiro, atingindo nos dias de hoje mais de 90% da
producdo brasileira de veiculos leves com ciclo Otto, que podem utilizar gasolina ou etanol hidratado
(Rosa, 2005; Xu et al., 2005).

Hoje tem-se no Brasil uma frota expressiva de automoveis flex-fuel que tem impulsionado a
producdo de etanol para combustivel veicular, porém os precos de venda da gasolina no Pais sdo mais
favordveis aos consumidores e os elevados precos do agucar a nivel internacional tem diminuido o
interesse dos empresarios nacionais em produzir o referido biocombustivel. Assim, melhorias de
processos produtivos do etanol de primeira geracdo, com possiveis reflexos em diminui¢do de seu
custo tem sido alvo de muitas pesquisas, tanto no campo, como na industria. Além disso, as pesquisas
em producgdo de etanol de segunda geragdo, a partir de matérias primas lignoceluldsicas, tais como
bagaco de cana tem despertado grande interesse por parte de pesquisadores (Costa e Sodré, 2011).

Os processos de fermentacdo alcodlica tém sido conduzidos pelo uso de diferentes cepas
selecionadas da levedura Saccharomyces cerevisiae, na sua grande maioria, empregando células
dispersas no meio de fermentacdo. Uma linha de pesquisa seguida por diferentes pesquisadores tem
sido o emprego de processos com alta densidade celular, via imobilizagdo ou floculacdo (auto
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imobilizacdo), no qual se consegue uma alta populacdo celular por unidade de volume do reator. A
tecnologia de floculagdo espontanea de células aumenta a concentracdo celular pela retencdo dos
flocos no interior do reator sem o uso de um suporte inerte, se mostra economicamente competitiva e
representa um novo conceito de imobilizacdo (Ge et al., 2006). A habilidade de flocular de cepas de
Saccharomyces cerevisiae tem sido considerada na producdo de etanol um sistema auto-imobilizado
(Andrietta et al., 2008).

A floculagdo indesejada € aquela encontrada em fermentagdes industriais utilizando leveduras
livres e contaminadas com bactérias e também com leveduras selvagens, fato este de grande
repercussdo negativa no desempenho das centrifugas separadoras de fermento e no rendimento do
processo. J4 o emprego de leveduras floculantes se iniciaram no Brasil a partir de 1980, com o
principal objetivo de substituir as centrifugas por decantadores, operacdes mais baratas e de
manutengdo mais simples.

Estes fatos contribuiram para que ocorresse a instalacdo de um pequeno nimero de unidades
industriais empregando tal tecnologia, atualmente trés em funcionamento no Brasil, todas
empregando reatores de mistura em processo continuo, com decantandores e cubas de tratamento
acido. Ao final dos anos 1990, este interesse € retomado por pesquisadores da drea de fermentagdo
alcodlica industrial do Brasil. A selecdo de diferentes cepas de leveduras Saccharomyces cerevisiae
tem sido realizada por diferentes pesquisadores e o emprego de reatores tipo tubulares de escoamento
continuo, denominados reatores torre, t€m sido muito estudados a nivel de experimentos de bancada e
piloto. O titulo da secdo € um cabecalho de primeira ordem, deverd ser numerado com algarismos
arabicos, alinhados junto a margem esquerda, com letras maidsculas e em negrito. Devera ser
separado por um espacgo duplo antes e depois do texto.

Diante deste contexto este trabalho apresentou como objetivo estudar a utilizacdo de
antibiotico natural e comercial, com o intuito de controlar a contaminacdo da fermentacdo
alcodlica com leveduras floculantes.

2. MATERIAL E METODOS

O micro-organismo utilizado foi a levedura Saccharomyces cerevisiae de caracteristicas
floculantes C2/00 doada pelo Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas
(CPQBA). A composicdo do meio de cultura para as leveduras consistiu-se de sacarose em
concentracdes variadas, KH2PO4 (5 g/L), MgS04-7 H20 (1 g/L), [NH4]2S04 (2 g/L) e extrato de
levedura (6 g/L) (Pacheco, 2010). Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, com excecao
do agucar, o qual foi substituido pelo agucar cristal comercial.

Os agentes antibacterianos utilizados nos processos fermentativos foram um antibiético natural
Beta Bio (Hopsteiner Trading (Zhuhai) Co.,Ltda.), um extrato de ldpulo, predominantemente com -
acidos 45 + 15% dissolvido em propileno glicol de grau alimenticio 35 + 5%, o antibi6tico comercial
Kamoran (Quimica Real Brasil), ampicilina e dcido nalidixilico.

O contaminante foi obtido através da exposi¢ao do caldo de cana ao ambiente durante sete dias,
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fazendo com que o caldo fosse contaminado naturalmente. Este caldo contaminado foi centrifugado,
decantado e a fase decantada (cultura mista) foi armazenada a 5°C e depois adicionada ao decantado
celular de Saccharomyces cerevisiae floculante. O decantado celular utilizado foi de 150 g o qual
corresponde a 10% (v/v) do reator. Esse decantado celular tem uma contamina¢do de 1010 UFC/mL e
concentracao de leveduras de 108 células/mL.

A contaminac¢do nas fermentacOes foi estudada em batelada, com concentracido inicial de
sacarose 160 g/L, em um fermentador Bioflo 110, de volume util igual a 1,5 L, controlando a
temperatura em 32 + 0,5°C e uma agitacio de 50 rpm. Foram realizadas fermentagdes com
contaminacdo induzida para a verificacdo da eficiéncia dos antibidticos, assim, foram realizadas
fermentagdes com a levedura floculante sem e com a presenca de contaminacao induzida. Na tentativa
de controlar a contaminacao foram testadas as concentracdes 1, 3 e 6 ppm de Kamoran; 5, 20, 35 e 45
ppm de Beta Bio e 50 ppm de ampicilina e dcido nalidixico. As concentragdes dos antibidticos
correspondiam ao recomendado pelo fabricante e apds os resultados alguns valores proximos foram
testados.

Durante o processo fermentativo de dez horas foram analisados o rendimento, a produtividade
da fermentacdo alcodlica e a contagem de células contaminadas por meio de plaqueamento pela
técnica da microgota. As concentragdes de agucares (glicose, frutose e sacarose), etanol e glicerol
foram analisadas por cromatografia liquida de alta efici€éncia em todos os experimentos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As fermentacOes realizadas com a levedura Saccharomyces cerevisiae C2/00 em processo
batelada a 32 + 0,5°C em reator de mistura, com 10% (v/v) de decantado celular como indculo, sem
contaminag¢do induzida, alcancou rendimentos altos de 92%. A concentragdo inicial de sacarose foi de
160 g/L e foi totalmente consumida em 10 horas de fermentagao, com produtividade de 7,84 g/L.h.
As concentragdes de etanol, ART e células de bactérias e leveduras estdo apresentadas na Figura 1.

A fermentacdo com o indculo de levedura contaminada com caldo de cana numa concentragio
de 10" células/mL, ocorreu conforme a Figura 2. Pode observar que a concentracdo de etanol obtida
foi bem menor que quando nao foi acrescentada a contaminag@o e a maior concentragao obtida foi de
48,56 g/l de etanol, enquanto sem contaminag¢do chegou a 78,44 g/L. de etanol. Assim houve a
necessidade de controlar essa contaminacdo para melhorar o rendimento e produtividade da
fermentagdo alcodlica.

Inicialmente foram realizados testes utilizando o antibidtico comercial Kamoran na
concentracdo indicada pelo fabricante, 3 ppm. O uso desse antibitico, muito comum nas
fermentagcdes industriais com células livres, mostrou ser eficiente também no controle da
contaminacdo utilizando leveduras floculantes, obtendo um rendimento de 83%.

Foram testadas também as concentragdes de 1 e 6 ppm de Kamoran. Com a concentragao de 1
ppm o rendimento obtido foi muito baixo ficando em 67,42% e na concentracdo de 6 ppm (Figura 3)
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o rendimento aumentou para 89,5% em 10 horas de fermentacdo e o agucar residual de 1,45 g/L
(ART) foi menor do que obtido na fermentacdo de 3 ppm de 21,31 g/LL de ART. O rendimento da
fermentagao alcodlica empregando uma cepa de Saccharomyces cerevisiae nao floculante obtido por
Leite et al., (2012) foi de 83,1%, iniciando a fermentacdo com uma concentracdo inicial de bactérias
igual a 8,7.10° células/mL e com 6 ppm de Kamoran, durante 9 horas de fermentacdo. Nas
concentracdes de 3 ppm e 6 ppm o nimero de bactérias foram reduzidos a ordem de 10° células/mL e
as leveduras finalizaram as fermentacdes com 10® células/mL.
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Figura 1 - Fermentacdo com 160 g/L de

sacarose sem contamina¢do induzida. Com Figura 2 — Fermentacao com 160 g/L de sacarose

concentracio de ART (m), concentra¢do com contamina¢do induzida. Com concentra¢do

leveduras (e), concentracio de bactérias (x) de ART (m), concentragdo leveduras (e),

e produgdo de etanol (A). concentracdo de bactérias (x) e producdo de
etanol (A).

No intuito de testar a eficiéncia de um antibidtico natural nas fermentagdes com leveduras
floculantes, foi utilizado o Beta Bio na concentragdo de 20 ppm, concentragdo esta, recomendada
pelo fabricante. Os experimentos foram realizados nas mesmas condi¢des do estudo com
Kamoram, com a mesma contaminagdo. Nestas condicdes, em 10,5 h de fermentacdo ainda
restava 8,56 g/LL de ART e obteve apenas 56,27 g/L de etanol, resultando em um rendimento de
68,9%. Assim, realizou-se um teste com concentracao de 35 ppm e o rendimento subiu para 88%.
As concentragdes em fungdo do tempo para esta fermentacdo sdo apresentados na Figura 4. Na
tentativa de aumentar esse rendimento testou-se a concentracdo de Beta Bio de 45 ppm, mas ndo
houve um aumento significativo de rendimento permanecendo na ordem de 88%. A reducdo do
nimero de bactérias utilizando o antibidtico natural foi menor se comparada a utilizacdo do
Kamoran, sendo que, com Beta Bio no final da fermentacdo ainda restava uma contaminagao da
ordem de 10® células/mL de bactérias e os rendimentos obtidos utilizando os dois antibi6ticos
foram muito préximos. O melhor resultado obtido no trabalho de Leite et al. (2012), que avaliou
a producdo de etanol com leveduras livres, foi utilizando Beta Bio na concentracdo de 46 ppm,
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que alcancou um rendimento de 81,4% e uma redu¢ao do nimero de bactérias para mesma ordem
de grandeza daquela alcangada no presente trabalho com leveduras floculantes
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Figura 3 — Fermentagdo com 160 g/L de Figura 4 — Fermentacdo com 160 g/L de
sacarose com contaminagdo e 6 ppm de sacarose com contaminacdo e 35 ppm de

Kamoran. Com concentra¢do de ART (m), Beta-Bio. Com concentracio de ART (m
¢ )
concentracao leveduras (), concentracio de concentragdo leveduras (e), concentragio de

bactérias (x) e produgdo de etanol (A) bactérias (x) e producio de etanol (A).

Foram testados, também, dois antibidticos comerciais muito utilizados para controlar
contaminacdo de bactérias em fermentagdes alcodlicas, ampicilina e 4cido nalidixico, na concentragao
de 50 ppm, recomendada pelos fabricantes. Os resultados obtidos utilizando esses dois antibidticos
foram muito préoximos um do outro. Com os dois antibiéticos os rendimentos obtidos foram de 91% e
a redugio das bactérias foi na ordem de 10’ células/mL.

Na Tabela 1 estdo os resultados da influencia do uso de antibidticos na concentracao de etanol,
no rendimento e na redu¢do do ndmero de bactérias em cada processo fermentativo estudado.

Os rendimentos obtidos pelas fermentacdes alcodlicas com contaminagdo induzida utilizando
células floculantes foram promissores se comparado com o trabalho de Leite et al., (2012) que
estudou a influéncia dos dois antibidticos estudados (Kamoran e Beta Bio) no controle da
contaminacdo da fermentacdo com Saccharomyces cerevisiae livre. Pode constatar que o rendimento
alcancado com leveduras floculantes foi maior do que com leveduras livres, mas a diminui¢dao da
concentracdo de bactérias e leveduras no trabalho de Leite et al. (2012), alcangou, com os dois
antibidticos estudados nos dois trabalhos, a concentragdes da ordem de 10° células/mL. Acredita-se
que no presente trabalho, com leveduras floculantes, os antibidticos apresentaram acdes
bacteriostaticas ao invés de bactericidas, como esperado, apenas inibiu as bactérias durante o processo
fermentativo. O controle da contaminacdo bacteriana empregando leveduras sem caracteristicas
floculantes ¢ mais facil, uma vez que os flocos formados pelas leveduras floculantes retém as
bactérias no seu interior, dificultando a acdo do antibidtico. Este efeito ¢ semelhante ao verificado
industrialmente em fermentacdes alcodlicas com leveduras ndo floculantes, que devido a
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contaminacdo bacteriana, ocorre floculagdo, dificultando a operacdo de centrifugacdo do vinho
fermentado. Um dos possiveis processos a serem utilizados para diminuir a contaminacio seria o
tratamento com 4cidos que ao diminuir o pH ocorre a desfloculacio da célula e o contato do
antibidtico com as bactérias seria mais eficiente.

Tabela 1 — Resultados da influencia do uso de antibidticos na fermentagao alcodlica com células
floculantes em reacdo batelada.

Reducao
Concentracdo Etanol Rendimento bacteriana

Antibidticos (ppm) (g/L) % (UFC/mL)
Sem induc¢do 0 78,44 92% 0,00E+00
Contaminada 0 48,55 60% 0,00E-00
Kamoran 1 ppm 56,26 67,42% 0,00E+00
Kamoran 3 ppm 62,58 83% 1,00E+02
Kamoran 6 ppm 81,57 89,50% 1,00E+01
Beta Bio 20 ppm 56,26 68,9% 1,00E+02
Beta Bio 35 ppm 69,54 88% 1,00E+02
Beta Bio 45 ppm 72,38 86% 1,00E+02
Ampicilina 50 ppm 75,65 91% 1,00E+02
Acido Nalidixico 50 ppm 77 91% 1,00E+02

4. CONCLUSOES

O uso de antibidticos naturais e comerciais testados no trabalho levaram a resultados
satisfatorios, sendo que para o uso de Kamoran e Beta Bio os melhores resultados foram em
concentracoes um pouco acima do recomendado pelos fabricantes, sendo 6 ppm e 35 ppm,
respectivamente. J4 com os antibidticos ampicilina e 4cido nalidixico foram eficientes nas
concentracdes recomendadas pelo fabricante de 50 ppm.
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