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RESUMO

Durante o processo de fermentacdo industrial tradicional, ocorre a produgdo de
bioetanol pela levedura a partir de um mosto agucarado, onde varios tipos de
contaminag¢des podem ocorrer prejudicando a obtengdo do produto, dentre essas, a
contaminagdo microbiana. O controle microbiolégico do processo requer um
tratamento diferencial, onde é necessario controlar os contaminantes, sem, no
entanto, afetar a acdo das leveduras selecionadas. Atualmente, estdo sendo
estudadas formas naturais de controle que atendem aos requisitos de producéo sem
afetar adversamente o meio ambiente ou impedir o comércio subsequente dos
subprodutos gerados. Diante desta realidade o presente trabalho procurou uma
alternativa que contribuisse para o controle da contaminagdo no processo
fermentativo, utilizando extratos aquoso e hidroalcodlico do vegetal Byrsonima
infermedia, uma planta tipica do cerrado brasileiro. Inicialmente, foi determinada a
atividade antibacteriana in vitro e a concentragdo minima inibitéria (CIM), onde
ambos extratos mostraram ser efetivos em baixas dosagens para amostras
bacterianas isoladas de processos fermentativos diferentes, apresentando halos que
variaram de 9,26 mm a 15,70 mm e a CIM entre 2,5 mg.mL"" a 0,156 mg.mL-'. Os
ensaios diretamente no processo fermentativo foram realizados utilizando apenas
com o extrato aquoso, o qual apresentou resultados de eficiéncia fermentativa
(65,02%) enquanto o produto comercial atualmente empregado (62,43%), esse
ganho de 2,59% gera, para cada 100 milhdes de litros de etanol produzido, um
adicional de 2,59 milhdes de litros de etanol e uma margem bruta adicional de R$4,7
milhdes, podendo ser uma alternativa para o controle microbiano em processos
fermentativos para a produgao de bioetanol por possuir qualidades desejaveis como

viabilidade econbmica e facilidade de solubilizagao.

Palavras-chave: Extrato vegetal. Antimicrobiana. Contaminantes. Fermentagéo.



ABSTRACT

During the traditional industrial fermentation process, yeast bioethanol is produced
from a little sugar, where various types of contamination can impair the use of the
product, such as microbial contamination. The microbiological control of the process
requires a differential treatment, where it is necessary to control the contaminants,
without, however, applying an action of the selected changes. Currently, natural
forms of control that meet production requirements are being studied without
adversely affecting the environment or preventing subsequent trade in the generated
by-products. Faced with this reality or present work, you are looking for an alternative
that contributes to the control of contamination in the fermentation process, using
aqueous and hydroalcoholic extracts from the vegetable Byrsonima Intermedia, a
typical plant from the Brazilian cerrado. Initially, an antibacterial activity was provided
in vitro and the minimum inhibitory concentration (MIC), where the two affected
extracts will be effective in low doses for the bacterial processes of different
fermentation processes, represented halos that ranged from 9.26 mm to 15.70 mm
and MIC between 2.5 mg.mL"' to 0.156 mg.mL'. The tests directly in the
fermentation process were carried out using only the aqueous extract, which showed
results of fermentative efficiency (65.02%), while the commercial product currently
employed (62.43%), this gain of 2.59% generates , for every 100 million liters of
ethanol produced, an additional 2.59 million liters of ethanol and an additional gross
margin of R $§ 4.7 million, which may be an alternative for microbial control in
fermentation processes for the production of bioethanol for having desirable qualities

such as economic viability and ease of solubilization.

Keywords: Vegetable extract. Antimicrobial. Contaminants. Fermentation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Mix de Producao de Agucar e Etanol — Safra 2008/09 até 2018/19.......... 26

Figura 2. Evolugdo mensal da produc¢do anual brasileira de bioetanol..................... 27
Figura 3. Processo bioquimico de fermentacao etandlica..............cccccoeeeeeeeeennnnnnn. 32
Figura 4. Esquema da produc¢ao brasileira de bioetanol.............cccccviiiiiiiiiiennnnn. 34
Figura 5. Biomas no Estado de S&0 Paulo..........cccccooiiiiiiiiiiiiieiecce e 41
Figura 6. Byrsonima intermedia. ... 42
Figura 7. Obtencao dos extratos vegetais hidroalcodlico e aquoso.............c.eeeeeeeee.. 45
Figura 8. Fluxograma da obtengao dos microrganiSmos...........cceeeeveeeeiieeeeeeiinneeeenn. 48
Figura 9. Etapas realizadas na avaliagédo pelo método Hole plate............................ 49
Figura 10. Fluxograma da avaliagcado do potencial antimicrobiano in vitro................. 49
Figura 11. Esquema do procedimento realizado na avaliagdo da CIM..................... 51
Figura 12. Fluxograma do processo fermentativo realizado................cccoevvvvvinnnnnnnn.. 54
Figura 13. Cromatograma obtido para a amostra C do tratamento 4........................ 56
Figura 14. Fluxograma do preparo das amostras e analise no HPLC...................... 57
Figura 15. Nao observagao de halo para levedura em extrato aquoso..................... 60

Figura 16. Avaliacdo da CIM para o extrato hidroalcéolico de Byrsonima

1= 4 1= | = T UPPUPPUR 62
Figura 17. Avaliagdo da CIM para o extrato aquoso de Byrsonima intermedia........ 63
Figura 18. Calculo do rendimento tedrico (Yt) a partir da reacado de Gay-Lussac.....68

Figura 19. Eficiéncia fermentativa (%) e o ganho em pontos percentuais................ 69



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Producéo de bioetanol, consumo e precos médios dos antibiéticos durante

a safra de 2019/20 de trés usinas produtoras do Estado de Sao Paulo.................... 18

Tabela 2. Etanol — Indicador mensal etanol hidratado combustivel CEPEA/ESALQ —

S0 PAUIO...... e 19
Tabela 3. Producdo anual mundial de bioetanol combustivel (Mil.m3) ..................... 24
Tabela 4. Moagem de Cana-de-Acucar no Brasil nas Ultimas Cinco Safras............. 28
Tabela 5. Produgéo de biotanol no Brasil por safra.........ccccccooevieiiiiiieeeiiie. 28

Tabela 6. Perspectiva de oferta interna de Energia — Brasil e Mundial no ano de

20025, ettt e e ae e e nee e e neee ettt e e teeeanteeanteeennnaeennaaeennean 30
Tabela 7. Substituicado de Mtep por Derivados da Cana...............ccevceeeevveiviiceeeeeeenne. 30
Tabela 8. Calculo do valor estimado com consumo de antibiéticos no mundo......... 37
Tabela 9. Calculo do valor estimado com consumo de antibiéticos no Brasil........... 37

SOIUDIIAAAE. ... 46
Tabela 11. Termos descritivos para expressar a solubilidade..................ccccceeeeeee 46
Tabela 12. Tempo de elui¢cdo das substancias de interesse por HPLC.................... 57
Tabela 13. Solubilidade de extratos vegetais em termos descritivos............c.c......... 58

Tabela 14. Medida dos halos de inibigdo obtida para os microrganismos padrao....60

Tabela 15. Medida dos halos de Inibicao para microrganismos isolados do processo

(o [oI (=Y 4 g T=T 0] = Tor= Lo TR PP 61
Tabela 16. Concentragao Inibitoria Minima dos extratos..............ccoooviiiiiiiiiiee, 63
Tabela 17. Resultado das analises por cromatografia liquida (HPLC)...................... 65

Tabela 18. Acgucares fermentesciveis totais e consumo para conversao em produtos

(o F= I8 (=Y 4 0 aT=T 0] = Tor= Lo TR PP 66

Tabela 19. Agucar total consumido e Etanol produzido............ccccoeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiienees 66



Tabela 20. Analise estatistica das variaveisda Tabela 19.........ccooeiiiiiiiieiiei, 66

Tabela 21. Produgao de etanol — g.100g™" de agucar total ..............cccceevveevreneennene. 67
Tabela 22. Eficiéncia fermentativa...............iiiiii e 68
Tabela 23. Produgéo de acido succinico na fermentagao..........ccccoeveeeveeeieeniieiiinnnnes 70

Tabela 24. Produgdo de &acido succinico na fermentagdo — g.100g"' de agucar

Tabela 25. Producgéao de glicerol na fermentagao...........cccceveeeeiiiiiiiiiiiiecc, 70

Tabela 26. Produgao de glicerol na fermentagéo — g.100g™" de agucar total............. 71



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
ANP: Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis
ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
ATCC: American Type Colection Culture
ATP: Adenosina Trifosfato
BHI: Brain Heart Infusion
Bi US$: Bilhdes de ddlares

BIOTA: Programa da FAPESP de Pesquisas em Caracterizagdo, Conservagao,

Restauracéo e Uso Sustentavel da Biodiversidade

Brix: indice refratométrico utilizado para indicar a quantidade de compostos soltveis
CBIO: Crédito de Descarbonizacao

CEPEA: Centro de Estudos Avangados em Economia Aplicada

CIM: Concentragao Inibitoria Minima

CLSI: Clinical Lab Standards Institute

CONAB: Companhia Nacional de Abastecimento

CV: Coeficiente de variacao

DDD: Dose Diaria Definida

DMSO: Dimetilsulféxido

EPE: Empresa de Pesquisa Energética

et al.: e outros

FAPESP: Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
FATEC: Faculdade de Tecnologia do Estado de Sdo Paulo

g: Grama

Grep: Bilhdes de toneladas de petrdleo equivalente

h: Horas



HPLC: High Performance Liquid Chromatography
HUEC: Herbario UEC da Unicamp

IBAMA: Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
IBGE: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
IFSP: Instituto Federal de S&o Paulo

IQ: Instituto de Quimica

L: Litro

LCFS: Low Carbon Fuel Standart

m?3: Metros cubicos

mg: miligramas

Mix: Mistura

mL: Mililitros

mm: milimetros

MMA: Ministério do Meio Ambiente

Mrep: Milhdes de toneladas de petrdleo equivalente
N: normal

NADH: Nicotinamida Adenina Dinucleotideo

ns: N&o significativo

°C: Graus Celsius

OD: Densidade otica

OMS: Organizacdo Mundial de Saude

p: Peso

PDAs: antimicrobianos de origem vegetal

pH: Potencial Hidrogeniénico



R$: Reais

RED: Diretiva da Unido Européia

RenovaBio: Politica Nacional de Biocombustiveis, instituida pela Lei n® 13.576/2017

RFA: Renewable Fuels Association

RFS: Renewable Fuel Standard

Sp.: espécie

UFC: Unidades formadoras de colonia

UFMT: Universidade Federal do Mato Grosso
UNESP: Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
UNICA: Uniao da Industria de Cana-de-acucar
UNICAMP: Universidade Estadual de Campinas
US$: Dolares

WHO: World Health Organization

Yp: Rendimento pratico

YPD: Yeast Peptone Dextrose

Yt: Rendimento tedrico

ML:

Microlitros



17

1 Introducgao

O processo fermentativo € a principal via de obtencdo do etanol através da
oxidagdo dos mondmeros de acgucar pelas leveduras (Saccharomyces cerevisiae)
(NIELSEN et al., 2013; AZHAR et al., 2017). Para que este processo se realize é
preparado o mosto, o qual pode ser procedente do caldo de cana e/ou melaco
gerando um ambiente com teor de agucar e pH ajustados para favorecer o processo
fermentativo e inibir o processo respiratorio nas leveduras (DELLA-BIANCA et al.,
2013). Porém, essas mesmas condi¢gdes também facilitam o desenvolvimento de
uma série de microrganismos contaminantes como bactérias e leveduras selvagens
(MUTHAIYAN; LIMAYEM; RICKE, 2011; BECKNER; IVEY; PHISTER, 2011), os
quais sao facilmente assimilados durante todo o processo, desde a colheita,
armazenamento e processamento da matéria-prima (MUTHAIYAN; LIMAYEM;
RICKE, 2011), até pela agua de diluicdo do mosto e pelos equipamentos e
tubulagdes do préprio processo (OLIVEIRA et al., 2013; BREXO; SANT'ANA, 2017).

A presenga de microrganismos contaminantes resulta em queda no
rendimento fermentativo e o controle torna-se de fundamental importancia para o
setor produtivo (NAVES et al., 2010). O controle bacteriano no processo é feito pela
adicdo de acido sulfurico, porém para altos niveis de contaminagao € realizada a
utilizacado de antibioticos (MUTHAIYAN; LIMAYEM; RICKE, 2011), no entanto esse
uso inviabiliza o comércio posterior da levedura seca para alimentagdo animal e
outros fins, por deixarem residuos nas células (FREITAS; ROMANO, 2013).

Além disso, o gasto com antibidticos torna-se um dos grandes desafios do

processo (BREXO; SANT’ANA, 2017) e a busca por formas alternativas de controle
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passa a despertar muito interesse (CAETANO; MADALENO, 2011; MADALENO et
al., 2016; RICH et al., 2018).

Os produtos naturais derivados de vegetais possuem grande potencial ao
desenvolvimento de produtos de interesse por serem, atualmente, a principal fonte
de novas moléculas quimicas bioativas (ANAND, et al, 2020).

Na pesquisa econbmica realizada no més de setembro de 2020 com trés
usinas produtoras de bioetanol, uma da regido nordeste (Usina 1) e outras duas da
regido noroeste (Usina 2 e Usina 3) do Estado de S&o Paulo, foi possivel verificar a
producao de bioetanol, consumo e precos médios dos antibiéticos utilizados, Tabela

1, durante a safra, encerrada, de 2019/20.

Tabela 1. Producéo de bioetanol, consumo e precos médios dos antibiéticos durante
a safra de 2019/20 de trés usinas produtoras do Estado de Sdo Paulo.

) Bioetanol Consumo de Preco médio
Usina produzido (m3) antibiéticos (kg) (R$/kg)
Usina 1 108.580 76 370,15
Usina 2 208.834 790 351,79
Usina 3 86.725 160 330,42

Total/Média 404.139 1.026 349,82

Fonte: Dados da pesquisa.

Os pregos médios mensais do etanol hidratado combustivel, posto usina (sem
frete, sem ICMS e PIS/Cofins zerados), durante o ano safra 2019/20, com inicio em
01/04/2019 e término em 31/03/2020, Tabela 2, apurados pelo Centro de Estudos
Avancgados em Economia Aplicada, (CEPEA), que possibilita calcular o prego médio,

com comercializacao linear més a més, no valor de 1,8305 reais por litro.



19

Tabela 2. Etanol — Indicador mensal etanol hidratado combustivel CEPEA/ESALQ —
Sao Paulo

Data Preco a vista (R$/litro)
04/2019 1,8148
05/2019 1,6449
06/2019 1,6177
07/2019 1,6736
08/2019 1,7291
09/2019 1,7146
10/2019 1,803
11/2019 1,9089
12/2019 1,9985
01/2020 2,0677
02/2020 2,1182
03/2020 1,8751

Preco médio 1,8305

Fonte: CPEA/ESALQ — Sao Paulo. Tabela adaptada.

Analise de viabilidade econdmica da substituicdo de antibidéticos comerciais
pelo extrato vegetal, foi possivel utilizando os resultados do presente trabalho. A
concentragdo inibitéria minima (CIM) obtida com o extrato aquoso da Byrsonima
intermedia, foi de 1,25 mg.mL"', Tabela 16, enquanto que o produto comercial
Kamoran® ¢ utilizado na dosagem de 6 ppm, entdo a relagdo de quantidade de
produtos para o tratamento de 1 milhdo de m?3 de vinho fermentado ¢ de 6 kg para o
Kamoran® e 1.250 kg para o extrato vegetal, na Tabela 1, o consumo de antibidticos
para a producgio de 404.139 m? de etanol foi de 1.026 kg, fazendo o calculo, chega-
se em um consumo de 253,87 kg de antibidticos comerciais para o tratamento do
vinho necessario para a producdo de 100.000 m3 de etanol, essa quantidade de
antibidtico comercial equivale a 52.882 kg de extrato vegetal aquoso de Byrsonima
infermedia, pois a quantidade necessaria de extrato vegetal para o tratamento do

fermento é de 208,3 vezes a do antibidtico comercial, ou seja 1.250 kg do extrato
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equivale a 6 kg antibioético comercial, com os dados da Tabela 1, foi possivel verificar
que a cada m® de etanol produzido é gasto R$0,89 com o uso de antibidticos
comerciais.

O preco médio dos antibidticos obtidos na pesquisa, Tabela 1, foi de 349,82
R$/kg, calculando o valor para 6 kg, obtém-se 2.098,92 reais e dessa forma é
possivel calcular o valor por quilo do extrato vegetal dividindo 2.098,92 reais por
1.250 kg que resulta em 1,68 R$/kg, portanto esse é o valor do preco por quilo do
extrato vegetal posto na usina, preco de equilibrio.

O extrato vegetal da Byrsonimia intermedia, obteve uma eficiéncia
fermentativa de 65,02% enquanto que para produto comercial foi de 62,43%, Figura
19, esse ganho de 2,59%, diferenca entre as duas eficiéncias fermentativas, obtido
pelo extrato vegetal, aplicando esse percentual em um volume de 100 milhdes de
litros de etanol produzido, teremos um ganho de produgao, volume adicionado, de
2,59 milhdes de litros, isso, utilizando a mesma capacidade de processamento e
com o mesmo volume de mosto utilizado para a fermentagédo. O pre¢co médio do litro
do etanol hidratado combustivel, recebido pelas usinas na safra de 2019/20, foi de
1,8305 reais por litro, Tabela 2, fazendo o calculo do volume adicionado de 2,59
milhdes de litros ao prego de 1,8305 R$/L chegaremos a margem bruta, sem
desconto de frete, armazenagem e impostos, de R$ 4.740.995 por safra com o
mesmo volume de vinho utilizados para a produgdo de 100 milhdes de litros de
etanol

Diante desta realidade o presente trabalho procurou uma alternativa que
contribuisse para o controle da contaminacdo no processo fermentativo, utilizando

extratos do vegetal Byrsonima intermedia, planta de origem do cerrado brasileiro.
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6 Conclusao

Com base nos dados obtidos foi possivel verificar que o extrato aquoso do
vegetal do cerrado, B. intermedia, mostrou ser efetivo em baixas dosagens para
amostras bacterianas isoladas de processos fermentativos diferentes e durante a
fermentacdo apresentou resultados semelhantes ao produto comercial Kamoran®
para o controle de microrganismos contaminantes do processo.

Os resultados obtidos acentuam qualidades desejaveis do extrato aquoso
para uso nas unidades produtoras, por ser mais viavel economicamente sua
obtencdo e ser facilmente soluvel, podendo ser uma alternativa para o controle
microbiano em processos fermentativos para a produg¢ao de bioetanol.

A analise econbmica definiu um preco de equilibrio por quilo do extrato
vegetal em valores bem inferior ao prego do antibiético comercial, mas a margem
bruta gerada a cada 100 milhdes de litros de etanol produzido, permite admitir que
seu preco possa ser muito maior que o preco de equilibrio, utilizando parte da
margem obtida para custear um valor maior por quilo do extrato vegetal aquoso de

Byrsonima intermedia.
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