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RESUMO

O etanol brasileiro representa hoje a melhor e mais avancada opcédo para a
producado sustentavel de biocombustiveis em larga escala no mundo. A producéo
de etanol no Brasil & produto da fermentacdo do caldo da cana de agucar pelas
leveduras. Vérios séo os fatores que interferem nos processos fermentativos de
uma usina alcooleira, dentre eles destaca-se a qualidade da matéria prima
utilizada, o tempo de fermentacdo, a contaminacdo bacteriana e levedurana. A
contaminacgdo bacteriana amplia o risco de inibicdo da levedura Saccharomyces
cerevisiae uma vez que compete pelo substrato, além de contribuir para a
liberacdo de metabdlitos, os quais podem ocasionar perda na eficiéncia e no
rendimento da destilaria. O controle das leveduras contaminantes do processo é
importante ndo somente para obter um bom rendimento alcodlico no processo
fermentativo, mas também para garantir um produto de qualidade. Portanto, este
trabalho teve como objetivo identificar a presenca de leveduras contaminantes em
amostras de fermento utilizado na safra de 2010 pela Usina Santa Adélia —
Pereira Barreto S.P. Foram utilizadas uma cepa padrao, além de outras 3 cepas
contaminantes, as quais foram semeadas em meios especificos para identificacao
de leveduras. Foi observado que a cepa padrédo- género Saccharomyces-
apresentou um bom rendimento fermentativo; e que uma cepa considerada
contaminante, embora também apresentando bom rendimento fermentativo,
apresentou grande producdo de massa. Estes resultados sugerem a utilizacao
destas técnicas para a avaliagdo da qualidade do etanol produzido, bem como da

selecéo de novas cepas a serem utilizadas no processo.

PALAVRAS-CHAVE: contaminacdo levedurana, fermentagdo, rentabilidade,

Usina.
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Introducéo

O Brasil € o pais mais avancado, do ponto de vista tecnoldgico, na producéo
e no uso do etanol como combustivel. O etanol brasileiro representa hoje a
melhor e mais avancada opcao para a producao sustentavel de biocombustiveis
em larga escala no mundo. Sob varios critérios, o etanol de cana-de-agucar
oferece um excelente exemplo de como as questdes sociais, econémicas e
ambientais podem ser equalizadas no contexto do desenvolvimento sustentavel.

O Brasil € o candidato natural a liderar a producdo economicamente
competitiva e a exportagdo mundial de etanol devido a menores custos de
producdo, balanco energético inigualavel, enorme possibilidade de ampliacdo da
producdo de etanol e o dominio tecnolégico nas areas industrial e agricola. O
etanol brasileiro possui inUmeras vantagens, tanto do ponto de vista econémico,
como também ambiental e social. Mesmo sem qualquer tipo de subsidio
governamental, € competitivo frente a gasolina. Também possui o0 menor custo de
producdo e o maior rendimento em litros por hectare. Em relacdo ao meio
ambiente, reduz as emissdes de gases de efeito estufa em cerca de 90% e a
poluicdo atmosférica nos centros urbanos. Sua producdo tem baixo consumo de
fertilizantes e defensivos e apresenta niveis relativamente baixos de perdas do
solo.

Atualmente, cerca de 90% dos veiculos leves licenciados no Brasil sdo
bicombustiveis. Entre 2003 e fevereiro de 2011, foram comercializados 12,95
milhdes de veiculos bicombustiveis e sua participacdo estimada na frota total de
veiculos leves é de 43% (fev/2011).

O etanol é produzido nas regides Nordeste e Centro-Sul, sendo que a regido
Centro-Sul € responsavel por, aproximadamente, 90% da producao nacional e o
estado de Sao Paulo responsavel pela producdo de 60% do biocombustivel.

Com relacdo a capacidade produtiva, desde 2003, mais de 100 usinas de
etanol entraram em operacdo no Pais. Em marco de 2011, 436 usinas estavam
em funcionamento, sendo 122 produtoras de etanol e 301 mistas (acucar e
etanol), gerando emprego e renda em todo pais. (Unido da Indastria da cana de
actcar, UNICA, 2010).
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Desde o lancamento dos veiculos bicombustiveis, 0 governo brasileiro vem
criando condicdes positivas para que a economia do etanol pudesse atingir um
nivel recorde de produtividade. O Brasil voltou a posicédo de destaque mundial na
producao, utilizacdo e exportacdo de biocombustiveis em larga escala. Hoje, o
Pais é o segundo maior produtor mundial e o maior exportador de etanol.
(MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA).

A quantidade de cana-de-acUcar moida em 2010 na regido Centro-Sul do
Pais (RS, SC, PR, SP, RJ, ES, MG, MS, GO) totalizou 552,48 milhGes de
toneladas. A producdo de etanol alcancou 25,13 bilhdées de litros, sendo 17,78
bilndes de litros de etanol hidratado e 7,35 bilhdes de litros de etanol anidro.

Atualmente, o Brasil € internacionalmente reconhecido por sua eficiéncia na
producdo de cana-de-acUcar, expertise industrial e centros privados de
desenvolvimento de tecnologia agricola e melhoramento de espécies de cana-de-
acucar. E a producdo de etanol no Brasil é produto da fermentacdo do aclcar
(sacarose) da cana de acUcar pelas leveduras.

A palavra levedura traz imediatamente a mente a idéia "fermentacao”, pois
os dois termos tém sido muito associados através da Historia. Entretanto, o
desenvolvimento do conceito de levedura pode ser considerado como tendo tido
inicio por volta de 1680 através de trabalhos de Van Leeuwenhoek. Mas foi
somente apos estudos de Pasteur, em 1876, que ficou caracterizada a
individualidade da levedura como um organismo vivo com caracteristicas proprias.

A levedura é unicelular e frequentemente apresenta formato oval; podendo
apresentar também formas arredondadas ou elipticas dependendo da maneira da
reproducdo vegetativa, bem como das condicfes de cultivo e idade da cultura.
Geralmente possuem de 5-16 um de comprimento por 3-7 um de largura, mas
este fator também é bastante variado (Figura 1).

A maioria das investigacOes feitas acerca da estrutura de uma levedura é
baseada em trabalhos feitos com Saccharomyces cerevisiae. As informacgdes
sobre a citologia da levedura tém sido obtidas por observacfes diretas com o
microscopio Optico; técnicas de coloracdo da célula para componentes
especificos; microscopia eletrbnica de transmissdo de cortes ultrafinos das

células, bem como através da microscopia de varredura. As principais estruturas
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da célula de levedura sdo: parede celular, membrana citoplasmatica, nucleo,

vacuolos e mitocondria.

Figura 1. Células vegetativas e coldénias de Saccharomyces cerevisiae
(Fermentacdo alcodlica- Quimica Real 09.09.2011)

As leveduras podem se reproduzir por esporulacdo, por gemulacdo (ou
brotamento) ou por fissdo. O método mais comum é o da gemulacdo, onde a
partir da célula-mée é formada uma protuberancia que dara origem a célula-filha,
conforme mostrado na Figura 2. Durante sua vida uma célula madura produz, por
gemulagdo, uma média de 24 células-filhas. As gemulagcbes sucessivas sao
sempre formadas em locais diferentes na superficie celular, permanecendo

cicatrizes das gémulas como resultado deste processo de reproducao.

Figura 2. Brotamento em levedura

(http://Iwww.ufrgs.br/alimentus/pao/fermentacao/reproducao.htm 09.09.2011)

As leveduras estao presentes em varios ambientes e séo utilizadas para a
elaboracdo de vinhos, cervejas, pdes e etanol através de processos
fermentativos. Em biotecnologia é corrente o emprego do termo fermentacdo para

definir reacdes microbianas. No conceito bioquimico, se o substrato for
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completamente oxidado diz-se que hé& respiracdo e se o0 substrato for
parcialmente degradado acarretando a formacdo de metabdlitos diz-se que ha
fermentacao.

A levedura como entidade viva independente, realiza a fermentacdo do
acucar com o0 objetivo de conseguir a energia quimica necesséria a sua
sobrevivéncia, sendo o etanol apenas e tdo somente um subproduto desse
processo. Entretanto, se o homem pretende beneficiar-se dessa habilidade
metabdlica, ele deve propiciar as leveduras, condicfes ideais para que as
mesmas trabalhem a seu favor, isto €, com maior eficiéncia na producédo de
etanol. A célula de levedura possui compartimentacdes para adequacdo de sua
atividade metabdlica. A fermentacdo alcoodlica (glicolise anaerdbia) ocorre no
citoplasma, enquanto que a oxidacao total do acuUcar (respiracdo) ocorre na
mitocondria.

A transformacao do agucar (glicose) até resultar em etanol e CO; envolve 12
reacoes em sequéncia ordenada, cada qual catalisada por uma enzima
especifica. Tais enzimas sofrem acdes de diversos fatores (nutrientes, minerais,
vitaminas, inibidores, substancias do préprio metabolismo, pH, temperatura, etc.),
alguns que estimulam, outros que reprimem a acao enzimatica, afetando assim o
desempenho do processo.

A fermentacdo alcodlica que ocorre nas dornas de fermentacdo para a
producédo de alcool ocorre em trés etapas distintas.

A pré-fermentacao se inicia quando o fermento (leveduras) é adicionado ao
mosto devidamente preparado e se caracteriza por ativa multiplicacdo das células
e elevacao lenta e gradual da temperatura do meio. Apos cinco a seis horas, com
pouca espuma, inicia-se a fermentacdo principal, que é reconhecida pela
elevacdo rapida da temperatura, queda da densidade do mosto por causa do
desaparecimento dos acgucares e da formacdo equivalente do alcool. A acidez
eleva-se abaixando o pH. Essa fase termina quando as espumas desaparecem,
durando de nove a 10 horas (ANTONINI, 2004).

A poés-fermentacdo € caracterizada pela diminuicdo lenta e gradual da
temperatura do mosto, diminuicdo do desprendimento do gas carbdnico e nao ha

formacdo de espumas. Essa fase dura de 6 a 8 horas e deve durar 0 minimo
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possivel para evitar a infeccdo do vinho e do pé-de-cuba, que serd utilizado em
nova fermentacdo. O mosto totalmente fermentado é denominado vinho
(ANTONINI, 2004).

Ha varias maneiras de se conduzir a fermentacédo. O reator biolégico pode
ser operado de forma descontinua, semicontinua, descontinua alimentada (ou
batelada alimentada) ou continua, todos podendo trabalhar com ou sem
recirculacdo do fermento. Atualmente no Brasil, a maior parte da producédo
industrial de alcool em grande escala, ocorre em processos fermentativos em
batelada e continuos, sendo que a denominac¢do batelada na prética industrial se
refere a batelada alimentada (PACHECO, 2010).

Dentre as inimeras espécies de leveduras existentes, aguelas da espécie
Saccharomyces cerevisiae sdo as mais utilizadas mundialmente quando se trata
de processos fermentativos industriais. Sendo assim, suas aplicagbes nos
processos de fermentacdo encontram-se bem estabelecidos. Porém outras
espécies de leveduras tém sido identificadas na maioria destes processos
fermentativos, ora agindo favoravelmente ao produto final, ora atuando como
contaminantes e muitas vezes causando prejuizos (LOUREIRO; MALFEITO-
FERREIRA, 2003). Alguns autores relatam o isolamento de outras linhagens,
diferente de S. cerevisae em dornas de fermentacdo. Leveduras como
Rhodotorula glutinis, Candida maltosa, Kluyveromyces marxianus, Candida valida,
Candida glabrata, Schizosaccharomyces pombe, S. exiguus, S. unisporus, S.
paradoxus tém sido relatas como isolados de destilarias de producédo de cachaca
(ANDRIETA, 2006).

Em escala industrial, as leveduras do género Saccharomyces tém sido
largamente utilizadas para a producao de alcool por apresentarem caracteristicas
favoraveis para transformar agucares em alcool (STECKELBERG, 2001). O
desempenho do processo fermentativo € enormemente afetado pelo tipo de
levedura utilizado (LIMA et al., 2001); o substrato ou matéria prima utilizada; o
teor alcodlico desejado no produto final; a duracdo da fermentagdo; as
propriedades do produto, entre outros. Assim a escolha do agente fermentador
correto fornece alta eficiéncia na producéo de alcool, além de baixa producao de

glicerol e alta tolerancia a diversos fatores estressantes.
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Geralmente observa-se durante a fermentacdo, por técnicas de
cariotipagem, que as linhagens que d&o inicio ao processo sdo substituidas por
leveduras comuns a regido da destilaria, comumente denominadas de leveduras
selvagens. E importante ressaltar que as leveduras selvagens podem dominar o
processo ao longo da safra melhorando a eficiéncia na producdo de &lcool ou
acarretando problemas na fermentacdo, como baixo rendimento, formacao
excessiva de espumas e floculacéo do fermento (LIMA et al., 2001).

Na producdo do etanol combustivel, a definicdo para contaminacao
microbiana vem paralelamente ao rendimento e produtividade. O caldo da cana
de acucar € um substrato complexo, o qual permite o crescimento de diferentes
leveduras e bactérias laticas (SOUZA-LIBERAL et al., 2007). Em uma safra, uma
linhagem de levedura contaminante pode ser responsavel por uma queda de 18%
na producdo de etanol, sendo isto equivalente a uma reducgéo de cerca de 17
milhdes de litros de etanol em uma Unica safra (CECCATO-ANTONINI; PARAZZI,
1996). Esta ocorréncia de contaminantes pode causar reducdo drastica no
rendimento industrial, sendo necesséario que se mantenha um monitoramento
constante da fermentagdo. Podendo este ser realizado através da morfologia
celular e isolamento em meios diferenciais. Com isto, este trabalho teve como
objetivo caracterizar leveduras contaminantes estabelecidas em processo

fermentativo ao final da safra de 2010.

Materiais e Métodos

O trabalho foi realizado no laboratério de microbiologia da Usina Santa
Adélia - Pereira Barreto - SP. Foram utilizadas: Levedura comercial do processo
(11); Leveduras contaminantes (12 e 13); Levedura nao-fermentativa (I14) e um
controle sem levedura (15).

As leveduras foram isoladas da unidade industrial de fermentacao etandlica,
cuja fermentacdo é conduzida em dornas de fermentacdo no processo de
batelada alimentada. As amostras de vinho levedurado foram coletadas ao final
da safra de 2010.

Para a caracterizacao dos isolados empregou-se os meios: a) WLN Agar -

para enumeracdo de leveduras totais; b) WLN Agar + 5 ppm de actidiona - para
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enumeracgéao e isolamento de leveduras resistentes a actidiona; c) Meio de Lisina
modificado pela adi¢do de agar por MORRIS (EDDY, 1957), pela utilizagéo de
Bacto Yeast Base - para enumeracao e isolamento de leveduras selvagens nao
pertencentes ao género Saccharomyces (ndo fermentadoras) (WALTERS;
THISELTON, 1953) e d) meio basal para fermentacdo. A descricdo das
caracteristicas dos isolados foi realizada utilizando-se diluicdes de 107, 10?% e 10
3 para os meios de lisina e WLN Agar e WLN+actidiona; e 10, 10° e 10° para o
meio WLN Agar e WLN+actidiona. Todos os testes foram realizados em duplicata.
Foram selecionadas trés coldnias representantes de cada padrdo morfolégico
apresentado em WLN. As placas foram incubadas por sete dias em estufa de
cultura a 35°C.

O meio de cultura utilizado para o teste de fermentacado foi o meio basal de
Wicherhan (1951). Nesse teste, coloca-se o tubo de Durham invertido dentro do
tubo de cultura e adiciona-se 4 ml da solugéo basal estéril. E adicionado ao meio
2 ml do acucar estéril, agitando lentamente. Aguardou-se um periodo de 24 horas
para inocular as culturas a serem testadas, onde a levedura é preparada em uma
solucé@o salina estéril e inocula-se 0,1 ml. Depois de transcorrido 24 horas da
inoculacao interpreta-se da seguinte maneira: (+) forte: completo preenchimento
do tubo de Durham com gas, no prazo de 1 a 3 dias; (+W) fraca: preenchimento

parcial de gas; (-) negativa.

Resultados

Na Tabela 01 observa-se que leveduras do género Saccharomyces (I1)
possuem producdo de acidos além de preenchimento completo do tubo de
Durham devido a producao de gas (como pode visualizado em I1), auséncia no
meio cultura WLN+ e Lisina. Em [2 também foi observado um perfil parecido,
porém trata-se de uma levedura contaminante devido ao crescimento no meio de
cultura WLN+. As leveduras autéctones contaminantes apresentaram maior
namero de unidades formadoras de colonias/mL (UFC/mL) nos meios WLN e

WLN+actidiona como pode ser visualizado na Tabela 01 para os isolados 12 e 3.
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O isolado 14 foi caracterizado como uma levedura contaminante, uma vez

que ndo apresentou producdo de acido e nem de géas; além de auséncia de

crescimento no meio WLN e WLN+.

TABELA 01. Nimero de UFC/mL de leveduras em meio WLN; WLN +

actidiona; Lisina; Producdo de Acidos a partir de Glicose e Meio Livre de

Vitaminas.
Meios WLN WLN + Lisina Producéo Producéo
“Isolados actidiona Acidos de gas
11 (SA1) | 1,11 x10° Ausente Ausente + +

| 2 3,25 x 10’ 3x 10* Ausente + +

13 2,75x10° | 1,4x10° Ausente - +W

| 4 Ausente Ausente 6,5 x 10° - -

15 testemunha | testemunha | testemunha - -

(+) forte: completo preenchimento do tubo de Durham com gas, no prazo de

1 a 3 dias; (+W) fraca: preenchimento parcial de gés; (-) negativa

Na Tabela 01 e Figura 03 a levedura do processo I1 e a levedura
contaminante 12 foram as que apresentaram completo preenchimento do tubo de
Durham com gés. Esse resultado demonstra que a levedura contaminante (nao
identificada) apresentou caracteristicas fermentativas adequadas ao processo
industrial, dado esse que requer estudos mais aprofundados para possivel
isolamento e utilizacdo no processo industrial.

O isolado 13 apresentou fraco preenchimento do tubo de Durham com gas,
ndo apresentando boas caracteristicas fermentativas. Ja o isolado 14 apresentou
resultados negativos, por se tratar de uma levedura ndo Saccharomyces e
portanto ndo fermentativa e prejudicial ao processo quando encontrar condi¢des

de se instalar no mesmo (Figura 03).
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Figura 3. Teste do tubo de Durham com as leveduras isoladas ao final
da safra de 2010. Da esquerda para a direita: SA1 (I1-levedura comercial do
processo); I2-levedura contaminante; I3-levedura contaminante; 14- né&o

fermentativa e I5- testemunha.

O isolado 12 apresentou boas caracteristicas fermentativas, porém possui
uma maior producdo de massa por ser uma levedura autéctone, o que pode
acarretar em excesso de células no processo causando maior consumo de

insumos para o reciclo do fermento.

Discussédo e Conclusdes

Os dados obtidos indicam que a determinacdo do desempenho fermentativo
pelas técnicas utilizadas, além de avaliar o desempenho industrial de isolados de
levedura, pode proporcionar a diferenciacéo final entre cepas S. cerevisae que
podem ser utilizadas no processo industrial. Resultados estes que sao
corroborados por Andrietta et al. 2006.

Castro (1995) utilizaram o WLN para avaliacdo da diversidade de leveduras
em usinas de acUcar e etanol. Campbell (1999) indica a andlise da variacdo de
morfologia e cor de colbnias de leveduras crescidas em meio WLN como um dos
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testes para distingdo de cepas de Saccharomyces cerevisae. Segundo o autor,
este € um teste simples e suficiente para reconhecer similaridades ou diferencas
entre isolados de levedura, apesar de nao fornecer informacdes sobre sua
identidade. Podendo ap0s essa etapa proceder o teste de fermentagcdo com o
meio basal de Wicherhan (1951), para caracterizar o potencial fermentativo de
leveduras contaminantes do processo.

Com isso conclui-se que a caracterizacdo de leveduras contaminantes é
essencial para identificar leveduras com boa fermentacdo ou leveduras nao

fermentativas que possam causas prejuizos na producao de etanol.
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