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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 producdo 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.
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1 Introdugao

O processo fermentativo € a principal via de obtencdo do etanol através da
oxidagdo dos mondbmeros 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. Producédo 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.
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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
concentragao 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 m3 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 pregco 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 produgcdo 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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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste projeto foi a avaliagdo do potencial do extrato vegetal
da Byrsonima intermedia, planta do cerrado, como alternativa na inibicdo microbiana

durante o processo de producgao de etanol por via fermentativa.

2.2 Objetivos Especificos

O controle de microrganismos contaminantes foi ensaiado pelo emprego de
extratos vegetais de Byrsonima intermedia, objetivando-se a realizagdo das
seguintes etapas:

2.2.1 Obtencgao dos extratos aquosos e hidroalcodlicos do vegetal;
2.2.2 Avaliagao da solubilidade em agua dos extratos obtidos;
2.2.3 Obtencdo e manutencdo de leveduras Saccharomyces cerevisiae e

contaminantes de trés usinas parceiras;

2.2.4 Avaliacdo do potencial antibacteriano dos extratos vegetais in vitro pelo

meétodo hole plate;

2.2.5 Determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM) de acordo com Clinical

and Laboratory Standards Institute (CLSI);

2.2.6 Estudo do controle de microrganismos com o extrato vegetal, verificando os
produtos obtidos, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), do vinho

resultante da fermentacao.
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3 Revisao da literatura

3.1 Produtividade e perspectiva do setor sucroenergético

No mundo moderno a necessidade do deslocamento da produgdo e das
pessoas faz com que os combustiveis sejam intensamente utilizados, porém o uso
de combustiveis fésseis tem sido questionado devido a sua finitude e efeitos
adversos causados ao ambiente, como aumento dos gases de efeito estufa gerando
aquecimento global, mudangas climaticas com possiveis alteragbes do nivel do mar,
da biodiversidade, aumento da poluicdo urbana entre outros (ZABED et al., 2017).
Neste sentido, ha uma crescente demanda pelo uso de combustiveis alternativos
que proporcionem seguranga energetica e ambiental, impulsionando os estudos
recentes devido a serem oriundos de fontes renovaveis ou até mesmo de residuos
gerados pela agdo humana, degradacgao natural de frutas e outros vegetais ou da
producdo industrial (BHATIA; JOHRI; AHMAD, 2012; SARRIS; PAPANIKOLAOU,
2016).

Segundo a Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis, no
Brasil 45% da energia e 18% dos combustiveis provém de fontes renovaveis,
enquanto que, no restante do mundo 86% da energia € obtida de fontes n&o
renovaveis (ANP, 2020a).

Dentre as alternativas energéticas para a diminuicdo da dependéncia de
combustiveis fosseis surge o bioetanol, o qual pode ser obtido a partir de diversas
fontes que contenham quantidade apreciavel de carboidratos (ZABED et al., 2017).
O Brasil foi pioneiro nesta aplicagao (ANP, 2020a), porém devido a facilidade de

obtencdo e ao baixo custo de produgdo, a utilizagdo dessa alternativa energética
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tem aumentado em nivel global (RFA, 2020), tanto para uso direto como combustivel
ou adicionado a gasolina (SARRIS; PAPANIKOLAOQOU, 2016).

O bioetanol produzido no Brasil, destina-se principalmente ao mercado interno
e a exportagao para os paises da Unido Europeia, Estados Unidos e China (VIDAL,
2019). Atualmente a obtencado deste biocombustivel é realizada através de fontes
primarias contendo agucares simples (biomassa agucarada) e amido (biomassa
amilacea), gerando o bioetanol referido como de primeira geragdo e também de
fontes de biomassa lignocelulésica e algas, gerando, o bioetanol referido como de
segunda e terceira geracao (ZABED et al., 2017).

Na Tabela 3 é possivel verificar a produgcao mundial de bioetanol combustivel
(RFA, 2020). O Estados Unidos é o maior produtor mundial de bioetanol,
responsavel por 54% do total produzido, sendo que sua maior producdo é de
bioetanol de primeira geracédo através do uso do milho (biomassa amilacea) como
matéria prima. O Brasil € o segundo maior produtor em nivel mundial, responsavel
por 30% do total, sendo que a maior producdo nacional também €& de bioetanol de
primeira geragao, porém utilizando fontes agucaradas como o caldo de cana ou o
melacgo (residuo da produgéo de agucar) para obtengado do mosto, onde os agucares
fermentesciveis que serdao convertidos em bioetanol, estdo prontamente disponiveis

para o processo fermentativo (SARRIS; PAPANIKOLAOU, 2016).
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Tabela 3. Producdo anual mundial de bioetanol combustivel (Mil.m3)

% da
Pais 2015 2016 2017 2018 2019 producéao
mundial
Estados 56.051 58.345 60.324 60.911 59.719 54%
Unidos
Brasil 27.255 25.589 25.287 30.321 32.441 30%
Unigo 5.250 5.213 5.300 5.413 5.451 5%
Européia
China 3.078 3.199 3.255 3.975 3.407 3%
Canada 1.650 1.650 1.779 1.817 1.893 2%
India 738 1.041 795 1514 2.006 2%
Tailandia 1.264 1.219 1.401 1.476 1.590 1%
Argentina 799 999 1.098 1.098 1.098 1%
Outros 1.480 1.855 1.567 2.078 2.271 2%
paises
Total 97.565 99.110 100.806 108.603 109.875

Fonte: RFA, (2020). Tabela adaptada.

A utilizagdo da cana de acgucar para obtencdo da matéria prima a ser
fermentada é atrativa, uma vez que proporcionam um alto rendimento de acucar e
durante a sua utilizagao industrial acaba gerando outros subprodutos de interesse
para a manutencdo da propria producao industrial ou mesmo para transacgdes
comerciais, como no caso da palha e do bagago, os quais podem ser utilizados na
caldeira para gerar a energia que mantera o processo industrial ativo ou podera ser
utilizado como uma fonte de biomassa para obtengcdo de etanol de segunda
geragao; a vinhaga, a qual pode ser utilizada para fertirrigagao e para a obtencao de
biogas; a torta de filtro que pode ser utilizada na adubagao agricola. A cadeia

produtiva de etanol a partir da cana de agucar gera como perspectiva a
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transformacao das unidades industriais em biofabricas, com a produgao integrada de
varios produtos de interesse comercial.

Neste cenario mundial também aparece a mandioca e batata doce (biomassa
amilaceas) como potenciais matérias primas para produgcédo de bioetanol, as quais
nao necessitam de grande fertilidade do solo para o seu cultivo e o uso da biomassa
lignoceluldsica resultante de culturas energéticas, plantas aquaticas, materiais
florestais, residuos agricolas, urbanos e industriais entre outros, os quais séo
abundante em todo o mundo e permitem, na grande maioria, a obtencado de etanol
sem a necessidade da utilizagdo novas de areas de plantio e sem interferir na
producao de alimentos e forragens (ZABED et al., 2017). O potencial do uso do
sorgo sacarineo como fonte de biomassa agucarada também tem sido avaliado
(MASSON, et al., 2015)

O uso do bioetanol € um dos mais promissores devido a introducdo de
motorizacdo hibrida no mercado, onde o motor a combustdo usa a tecnologia flex
fuel, que utilizam mistura de 0% a 100% de etanol e gasolina (BREXO; SANT’ANA,
2017).

A demanda por esse biocombustivel atualmente também é impulsionada pelo
desenvolvimento de politicas governamentais em diversos paises visando o estimulo
da producédo e utilizagdo de fontes renovaveis de energia (VIDAL, 2019). A Uni&o
Europeia através da diretiva 2009/28/CE, a qual trata da promocéo da utilizagao de
energia de fontes renovaveis conhecida como RED |, estabeleceu metas para a
producdo e utilizagdo de energias renovaveis em 2020, posteriormente com a
Diretiva (UE) 2018/2001 (RED 1II), foi estabelecida a meta de, pelo menos, 32 % de
energia renovavel no consumo final bruto de energia até 2030 (EUROPEIA, 2019).

Nos Estados Unidos, segundo a Low Carbon Fuel Standart (LCFS) a meta € de
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reduzir as emissdes dos gases de efeito estufa em 20% até 2030 e segundo
Renewable Fuel Standard (RFS) a perspectiva seria a produ¢ao de um volume de
36 bilhdes de galdes (cerca de 136 bilhdes de litros) de combustiveis renovaveis em
2022 (ROITMAN, 2019).

No Brasil, no final do ano de 2017 foi criada, através da Lei 13.576, a Politica
Nacional de Biocombustiveis, conhecida como RenovaBio, a qual visa, entre outros
objetivos, estimular a redugdo das emissdes de gases de efeito estufa através do
incremento no uso de biocombustives na matriz energética nacional (BRASIL, 2017).

A producado de etanol variava mais em fungdo dos pregos do acucar no
mercado externo do que em relagdo a produgao de cana-de-agucar, pois o setor
possuia uma flexibilidade para a produg¢ao de agucar ou etanol, que pode variar de
50% para qualquer um dos produtos ou até para 65% de produgédo de etanol e 35%

de acgucar conforme ilustra o grafico da Figura 1.
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Figura 1. Mix de produgéo de agucar e etanol — Safra 2008/09 até 2018/19
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A adocéao desta politica visa o desenvolvimento de mecanismos que garantam
a previsibilidade na produgdo necessaria para atrair investimentos, de forma a
conectar sustentabilidade ambiental, social e econdmica. Através desta Lei foram
estabelecidas metas a serem alcancadas até 2030 e também a criacdo do CBIO
(Crédito de Descarbonizagdo), os quais séao titulos financeiros que deverao ser
adquiridos pelos distribuidores de combustiveis para compensar suas emissoes e
cumprir as metas de descarbonizagao estipuladas anualmente. Investidores também
podem adquiri-los e a expectativa é que se torne uma commodity mundial (GRASSI,
PEREIRA, 2019). Assim, esse programa visa retomar os incentivos para o aumento
da produtividade nacional, uma vez que propde uma certa seguranga econémica
para os produtores.

Na Figura 2 é possivel acompanhar a evolugdao mensal da produgéo nacional
anual de bioetanol e observar que ha um incremento na producao brasileira nos
meses de abril a novembro, correspondentes aos meses de colheita da cultura da
cana. Considerando o més de abril, no ano corrente teve a maior produgdo dos

ultimos nove anos.
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Fonte: ANP, 2020b.

Figura 2. Evolugcdo mensal da produgao anual brasileira de bioetanol
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A Tabela 4 mostra os dados de moagem de cana e a Tabela 5 os dados da
producao de bioetanol durante o ano separado por safra (abril a margo) e por regiao
produtora. E possivel verificar o predominio da produc&o nacional na Regido Centro-
Sul do pais, a qual na safra anterior foi responsavel pela obtencao de 93,4% do total

produzido.

Tabela 4. Moagem de Cana-de-Acucar no Brasil nas Ultimas Cinco Safras

Moagem de Cana-de-Ag¢ucar Safras — 2015/2016 até 2019/2020 (Mil toneladas)

Safra 2015/2016  2016/2017  2017/2018  2018/2019  2019/2020
Regiao 617.709 607.137 596.260 573.125 590.361
Centro-Sul

Regiéo

Norte- 49.115 44.704 44.806 47.707 52.316
Nordeste

Brasil 666.824 651.841 641.066 620.832 642.677

Fonte: UNICA, (2020). Tabela adaptada.

Tabela 5. Producao de biotanol no Brasil por safra

Etanol Total — 2015/2016 até 2019/2020 (Mil m3)

Safra 2015/2016  2016/2017  2017/2018  2018/2019  2019/2020
Regiao 28.225 25.651 26.088 30.953 33.258
Centro-Sul

Regiéo

Norte- 2.008 1.603 1.771 2.150 2.337
Nordeste

Brasil 30.232 27.254 27.859 33.103 35.595

Fonte: UNICA, (2020). Tabela adaptada.

Além da producao relatada, o pais tem adotado outras formas de obtengao do
bioetanol na tentativa de aumentar essa producédo e corresponder as expectativas
do RenovaBio, como a obtencdo de etanol de milho a partir do milho e o
desenvolvimento e consolidacdo das tecnologias de segunda geracgdo, que

permitirdo o0 aumento da produtividade, sem aumentar a area destinada ao plantio,
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por meio de culturas de cana especializadas em energia, como a Cana Energia e
residuos agricolas (GRASSI; PEREIRA, 2019).

A regiao Centro-Oeste brasileira, produtora de graos, tem apresentado um
crescente aumento producao de etanol devido a disponibilidade da matéria-prima e
a possibilidade de aproveitamento do complexo produtor de etanol a partir da cana
também na entressafra para produgao a partir do milho (VIDAL, 2019). A produgéao
de etanol a partir do milho no Brasil € destacada como um importante propulsor do
desenvolvimento energético, econbmico, social e ambiental na produgéo,
minimizando perdas em logistica e exportagcdo de graos (ECKERT, et al., 2018).
Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) a estimativa nacional
de plantio do milho, na temporada 2019/20, deve apresentar uma producéo recorde
de 101 milhdées de toneladas (CONAB, 2020a), sendo a regido Centro-Oeste
responsavel por cerca de 95% da producao de etanol a base de milho, considerando
a estimativa de producéo para a safra 2020/21 de 2,7 bilhdes de litros no pais, dos
quais 2,56 bilhdes nessa regido, distribuidos entre Mato Grosso e Goias (CONAB,
2020Db).

O aumento da producido de bioetanol impulsionado pelas politicas publicas
contribui para a transigdo energética na qual o mundo deve se ajustar e em especial
no Brasil, ja fez parte, junto com a energia advinda de outras fontes renovaveis, 45%
da matriz energética brasileira em 2018 (EPE, 2019).

A Tabela 6 apresenta uma perspectiva da fonte de energia a ser utilizada no
Brasil e no mundo no ano de 2025. E possivel verificar o destaque do Brasil em

relagdo ao cenario mundial no que diz respeito ao uso de energias renovaveis.
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Tabela 6. Perspectiva de oferta interna de Energia — Brasil e Mundial no ano de

2025
Fonte de Energia Brasil I:Eonte Sle Mundial
nergia
Energla’Nao 51.2% Energla’Nao 82.7%
Renovavel Renovavel
. Bioenergia
(0] 0
Derivados da Cana 20,2% Moderna 6,9%
Hidraulica e o o o
Eletricidade 13,6% Hidraulica 3,0%
Lenha e Carvéo o Biomassa o
Vegetal 7,4% Solida 2.8%
Outras Renovaveis 5,0% R Outrgs : 4,6%
enovaveis
Edlica 2,2%
Solar 0,5%
Total 333,8 Mep Total 14,1 Grep

Fonte: EPE, 2019. Tabela adaptada.

Com base na tabela acima, foi possivel calcular a participacdo dos derivados
da cana em Mrep (Milhdes de toneladas de petréleo equivalente) com o incremento

projetado para 2025 de 57,4% conforme apresentado na Tabela 7.

Tabela 7. Substituicao de Mtep por Derivados da Cana

Incremento na Substituicao de MTep por Derivados da Cana

Ano Total MTeP Derivados da Cana SUbS:\i}IUiGéO de
TEP

2008 252,0 17,0% 42,8

2018 288,0 17,4% 50,1

2025 333,8 20,2% 67,4

Incremento na substituicdo de MTep de 2008 a 2025 57,4%

Fonte: Dados da pesquisa.
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O Brasil ocupa um espago consideravel no perfil energético mundial,
principalmente pelo carater renovavel da sua matriz, advindo de seu potencial, e, em
especial, das politicas publicas que incentivam a seguranga energética nacional com
0 uso dos recursos renovaveis. Assim, a matriz energética brasileira acaba sendo
modelo e incentivo para muitos paises na ado¢ado de energias renovaveis, como o

bioetanol.

3.2 Processo fermentativo

Através do processo fermentativo tradicional € que ocorre a obtencdo da
maior parte (90-95%) do bioetanol mundial (SARRIS; PAPANIKOLAQOU, 2016), por
acao da levedura Saccharomyces cerevisiae, a qual metaboliza os agucares
(hexoses) soluveis disponiveis, gerando neste processo, além do bioetanol, diéxido
de carbono.

A levedura S. cerevisiae € um fungo unicelular (ascomiceto) anaerdbico
facultativo, podendo obter energia para sua sobrevivéncia através da respiragao
aerodbica ou através da fermentacdo. Na respiragao aerdbica ocorre a producdo de
18 a 19 vezes mais energia biologicamente utilizavel disponivel para a levedura do
que na fermentacdo, sendo assim, a respiracdo um processo mais benéfico, em
termos energéticos, do que a fermentagdo para a levedura (SARRIS;
PAPANIKOLAOU, 2016).

Baixas concentragdes de glicose favorecem o processo respiratério e a
producado de biomassa, sendo essas condi¢cdes utilizadas para a producao industrial
de leveduras secas selecionadas. No entanto, mesmo na presenga de oxigénio, se a
concentragdo de agUcar for maior que um valor critico (por exemplo, 9 g.L*') a
respiracao torna-se impossivel e apenas ocorre a metabolizacdo dos acucares pela

via fermentativa (PRONK; YDE STEENSMA; VAN DIJKEN, 1996).
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A hexose assimilada pela célula sofre o processo de glicélise gerando duas
moléculas de piruvato, duas moléculas de ATP e duas moléculas da coenzima
reduzida NADH. Na respiragao, a molécula de piruvato € direcionada para o ciclo de
Krebs, onde sera totalmente oxidada. Na fermentagcdo etandlica, o piruvato é
convertido, em acetaldeido, o qual sofre rearranjo molecular para formar a molécula
de etanol, com utilizagdo de NADH (TORTORA; CASE; FUNKE, 2016). A molécula
de etanol pode ser utilizada como fonte de energia, pois ainda concentra a maior
parte da energia da molécula de glicose que nao foi totalmente oxidada neste
processo. A Figura 3 apresenta um esquema do processo de fermentagao

etandlica.
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CHy
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CHy
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l 20 NADH ' +2H°
Cb 2 NAD
CHyOH
CHy
2 Etanol

Fonte: TORTORA; CASE; FUNKE, 2016. Figura adaptada.

Figura 3. Processo bioquimico de fermentacao etandlica
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Durante a fermentacdo pode haver também a sintese de produtos
secundarios, como glicerol, succinato, alcoois superiores, acidos organicos e outros,
o0s quais estdo relacionados com a adaptacéo e sobrevivéncia da levedura (BREXO;
SANT’ANA, 2017). A levedura é um organismo resistente, mas sob stress, a cada
1°C de aumento na temperatura acima de 35°C causa depressao na levedura, e com

isso, pode nao funcionar adequadamente (NARENDRANATH, 2003).

3.3 Parametros tecnolégicos do processo fermentativo

Nas usinas brasileiras o processo fermentativo chega a ter rendimentos
tedricos de 92-93% enquanto os outros 7 a 8% sao direcionados para o metabolismo
celular. O processo ocorre em grandes tanques industriais (0,5 a 3 milhdes de litros)
e com altas densidades de células de levedura (10-15% p/v) e com o uso do mosto
a partir do caldo de cana-de-agucar ou do melago (residuo da producao de agucar)
diluido em agua ou uma mistura de ambos (AMORIM et al., 2011). A produtividade
do processo esta relacionada a quantidade de acgucares disponiveis para serem
fermentados, ou seja, acucares fermentesciveis, presentes no mosto (BREXO;
SANT'ANA, 2017).

Geralmente, o processo ocorre em um periodo de 6 a 12 horas a
aproximadamente 30°C, sendo que ao final do processo a concentracdo de
bioetanol atinge 7-11% (v/v), com menos de 0,1% de acgucar restantes sem
fermentar. O vinho levedurado é centrifugado para separagao de leveduras e do
vinho, o qual é direcionado para o processo de destilagdo, gerando ao final o
bioetanol e a vinhaga. As leveduras concentradas (creme de levedura) recebem um
tratamento com acido sulfurico (pH 2,0-2,5), e quando necessario também

antibidticos, que visam reduzir a contaminacao bacteriana. Apds 2 a 3 horas, as
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leveduras retornam aos tanques de fermentagao para iniciar um novo ciclo. Durante
todo o processo sao realizadas analises para acompanhamento da contaminagao
bacteriana e também da viabilidade da levedura. O processo de reutilizacdo da
levedura ocorre durante toda a producao industrial, no periodo da safra e representa
uma vantagem para a industria, pois economiza agucar e aumenta o rendimento da
fermentagdo (AMORIM et al., 2011, BREXO; SANT'ANA, 2017).

Um esquema do processo industrial brasileiro de obtencdo de bioetanol

acoplado a produgao de agucar pode ser verificado na Figura 4.
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Figura 4. Esquema da produc¢éao brasileira de bioetanol

Para que o processo seja atrativo industrialmente e executavel

economicamente deve apresentar expressiva taxa de fermentagcdo e
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consequentemente, alto rendimento e custo de produgao por hectare relativamente

baixo (BREXO; SANT'ANA, 2017).

3.4 Controle microbiolégico durante a produgao de etanol

Durante a fermentacgao industrial pode ocorrer a contaminacdo do processo
com bactérias e leveduras selvagens. Dentre os contaminantes bacterianos
comumente sao encontradas espécies Gram-positivas, como Lactobacillus,
Leuconostoc e Bacillus (LUCENA et al., 2010; BECKNER; IVEY; PHISTER, 2011;
BREXO; SANT'ANA, 2017), os quais podem adentrar o processo em todas as
etapas (MADALENO et al., 2019).

A contaminacgao microbiana € um fator limitante para o processo, pois resulta
em queda de 2 a 22% de perda na produgado (BECKNER; IVEY; PHISTER, 2011),
porém em casos extremos, a redugdo no rendimento do processo pode chegar de
20 a 30% (BREXO; SANT'ANA, 2017). Concentracdo bacteriana acima de
10’UFC/mL, frequentemente alteram a cinética do processo resultando em perdas
de aproximadamente 20.000L de bioetanol por dia (SEKOAI;, MHLONGO;
EZEOKOLI, 2019) e acima de 108UFC/mL, a perda pode chegar a 30.000L de
bioetanol por dia em uma destilaria capaz de produzir um milhdo de litros por dia
(CECCATO-ANTONINI, 2018). Essa redugado ocorre principalmente devido a
competicao pelo agucar, floculagdo do fermento, formagéao de goma, inibicado e morte
das leveduras (RAVANELI et al., 2011), além de poderem favorecer o processo
respiratorio da levedura, o acumulo de glicerol (DONG; LIN; LI, 2015) e a formagao

de biofilmes recalcitrantes (RICH et al., 2015).
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O crescimento bacteriano acaba gerando custos adicionais no processo de
producdo com a utilizacdo de produtos quimicos para controlar os efeitos da
contaminagao, como antiespumantes, antibiéticos, entre outros (NAGHSHBANDI et
al., 2019). No controle industrial da proliferagdo bacteriana é realizado o tratamento
com acido sulfurico e para altos niveis de contaminacido é feita a utilizacdo de
antibidticos, que sdo compostos organicos, naturais ou sintéticos, que causam a
morte ou inibem microrganismos especificos de maneira seletiva (MUTHAIYAN;
LIMAYEM; RICKE, 2011; FREITAS; ROMANO, 2013).

Muitos antibiéticos, como a penicilina G, virginiamicina, monensina entre
outros, sdo empregados frequentemente na reducédo da contaminagao (LEITE et al.,
2013; WALTER, et al., 2019). Entretanto, a utilizacdo destes produtos resultam em
residuos nas leveduras descartadas do processo, as quais apdés a secagem nao
podem mais ser utilizadas como complemento na ragdo animal (FREITAS;
ROMANO, 2013), dificultando o comércio deste subproduto, pois as leveduras
secas, com residuos de antibidticos devem ser incineradas. Outro problema
enfrentado pelo uso de antibioticos € a selegado de bactérias resistentes (WALTER,
et al., 2019), gerando questionamentos quanto ao uso continuo destas substancias.

Além disso, o gasto com antibidticos torna-se um dos grandes desafios do
processo (BREXO; SANTANA, 2017), sendo o desenvolvimento de formas
alternativas de controle uma necessidade do setor.

O crescimento do uso de antibidticos no mundo vem preocupando as
agéncias de saude mundial e local. O relatério da Organizagdo Mundial de Saude
(OMS), avaliou o uso de antibioticos, apontando o Brasil como o décimo nono maior
consumidor, dentre os em 65 paises participantes da pesquisa (WHO, 2018).

KLEIN, et al., (2018), destacam um aumento 65% no consumo de antibioticos no
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mundo entre os anos 2000 e 2015, chegando a 34,8 bilhdes de DDDs (Dose Diaria
Definida por 1000 habitantes) em 2015, sendo 70% o uso na agropecuaria. No Brasil
o consumo foi de 22,75 DDDs (WHO, 2018), neste periodo. Considerando o valor
médio dos antibidticos mais consumidos no pais, o preco atual ao consumidor de
R$/DDD 4,12 equivalente a US$/DDD 1,04, podemos estimar (Tabela 8) os valores
do consumo desse medicamento no Brasil e no Mundo, levando em conta os dados
da populagao brasileira apontados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
como 210.286.630 de habitantes (IBGE, 2019) e os valores estimados para uso na
agropecuaria (Tabela 9). E possivel estimar que o Brasil gasta 4,23 Bi US$/ano com

antibiéticos no setor agropecuario.

Tabela 8. Calculo do valor estimado com consumo de antibidéticos no mundo

Estimativa do gasto anual com antibiéticos no mundo - Consumo humano

Ano DDDs (Bilh&o) US$/DDD Bi US$/ano

2015 34,8 1,04 36,19

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 9. Calculo do valor estimado com consumo de antibi6ticos no Brasil

Estimativa do gasto anual com antibiéticos no Brasil em 2016

(Consumo humano e Agropecuario)

Setor do Consumo Valor (Bi R$/ano) Valor (Bi US$/ano) Participagao
Humano 7,19 1,81 30%
Agropecuaria 16,79 4,23 70%
Total 23,98 6,04 100%

Fonte: Dados da pesquisa.
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3.5 Controle microbiolégico natural

A busca de formas alternativas de controle deve levar em consideracao
alguns aspectos primordiais como: nao interferir na produg¢ao das leveduras, possuir
amplo espectro de acdo contra a maioria dos contaminantes, desenvolvimento
minimo de resisténcia, facilidade de administracdo, ndo ser toxico para plantas,
animais e seres humanos e possuir viabilidade econémica (MUTHAIYAN; LIMAYEM;
RICKE, 2011).

Neste sentido, o uso de plantas tem se mostrado promissor, uma vez que 0s
vegetais, além dos metabdlitos primarios, relacionados a manutengcédo da vida
vegetal, também produzem diversos compostos relacionados a sua adaptagcéo ao
ambiente, autodefesa e interagdo com outros organismos, os metabdlitos
secundarios (SALAM; QUAVE, 2018), dentre os quais, os alcaloides e polifendis
demonstraram eficacia antimicrobiana (ANAND, et al, 2020).

As plantas contribuem de forma significativa na obtengdo de produtos com
atividades terapéuticas de interesse sendo os extratos vegetais bioativos
amplamente utilizados na saude, agricultura, pecuaria entre outras areas
(PETROVSKA, 2012; ABU-DARWISH E EFFERTH, 2018).

Diversos autores destacam a importancia do uso de produtos naturais como
uma fonte potencial de controle microbiano (GYAWALI; IBRAHIM, 2014; MOLONEY,
2016). Varios derivados de plantas tem sido associados com propriedades
antibacterianas (MUTHAIYAN; LIMAYEM; RICKE, 2011), e tém sido empregados
extratos vegetais frente as bactérias de interesse (GONCALVES et al., 2005; SALES
et al.,, 2014; FURTADO et al., 2015), sendo chamado por alguns autores de
antimicrobianos de origem vegetal — PDAs, plant-derived antimicrobials (UPADHYAY

et al., 2014).
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Extratos vegetais apresentando ag¢do contra bactérias Gram-positivas, em
estudos clinicos ou mesmo na agricultura, pecuaria ou industria alimenticia podem
ser uma fonte potencial para estudos de acdao nos contaminantes bacterianos
normalmente encontrados na producado do bioetanol (MUTHAIYAN; LIMAYEM,;
RICKE, 2011). Diversas especiarias utilizadas em alimentos tem sido relatadas com
grande potencial para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos (LIU et
al 2017), sendo que algumas ja estdo em avaliagdo na produgdo de bioetanol
(MADALENO et al., 2016).

Anand, et al, (2020), revisando trabalhos sobre a familia Apocynaceae,
destaca que os vegetais podem ter um papel fundamental no desenvolvimento de
drogas antimicrobianas mais eficazes e menos tdéxicas, que podem superar a
resisténcia aos antibioticos comumente utilizados.

O estudo do uso de extratos naturais como alternativa na producdo de
bioetanol tem sido considerado promissor com ampla possibilidade de exploragéo
(SALAM; QUAVE, 2018) e interesse quando considerado as questdes como de
saude publica, aspectos ecolégicos e econbmicas, sendo mais viavel
economicamente para uso industrial quanto menos nivel de pureza for necessario,
ou seja, quanto mais bruto for o extrato (MUTHAIYAN; LIMAYEM; RICKE, 2011).

Atualmente, o vegetal mais utilizado na industria de bioetanol € o lupulo
(Humulus lupulus), do qual derivam os a-acidos (humulonas) e 3-acidos (lupulonas),
eficazes principalmente contra bactérias Gram-positivas e encontrados
comercialmente com os nomes de IsoStab®, LactoStab® e Betabio 45®
(CECCATO-ANTONINI, 2018).

Os derivados vegetais apresentam-se como uma fonte valiosa de compostos

bioativos com atividades antimicrobiana, por estarem prontamente disponiveis,
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possuirem baixo custo de obtencdo, quase nao apresentarem efeitos colaterais,
alguns deles mostrando-se eficazes na eliminagdo de bactérias resistentes a
antibiéticos e outros, embora nao sejam eficaz por si sé, apresentaram-se
promissores quando combinados com antibidticos, sendo assim, ferramentas
atraentes na pesquisa de produtos bioativos nos préximos anos (KHAMENEH,

2019).

3.6 Byrsonima intermedia

Diante da grande extens&o do Brasil (8,5 milhdes km?), ocupando quase a
metade da América do Sul, ocorre a incidéncia de varias zonas climaticas no pais,
possibilitando grandes variagbes ecoldgicas, formando zonas biogeograficas
distintas ou biomas, que abrigam maior biodiversidade do planeta, possuindo mais
de 20% do numero total de espécies da Terra (MMA, 2020a).

O Cerrado brasileiro destaca-se como o segundo maior bioma da Ameérica
do Sul, ocupando cerca de 22% do territorio nacional e abrigando 11.627 espécies
de plantas nativas catalogadas (MMA, 2020b). Este bioma ocupa parte do Estado de
S&o Paulo (Figura 5), tendo o seu mapeamento oficializado com a RESOLUCAO
SMA N° 146, DE 08 DE NOVEMBRO DE 2017, a qual instituiu o Mapa de Biomas do
Estado de Sao Paulo elaborado a partir do Mapa de Vegetagdo do Brasil - Instituto

Brasileiro de Geografia e Estatistica — 2004 (BIOMA LEGAL, 2017).
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Figura 5. Biomas no Estado de Sao Paulo

O Cerrado possuiu uma vasta flora rica em espécies contendo varios
compostos quimicos com propriedades biolégicas e potencial atividade terapéutica,
como a presenca de compostos fendlicos, provavelmente devido a prépria condigao
ambiental (exposicdo ao estresse hidrico, alta radiagdo ultravioleta, ataques de
herbivoros e infecgdes por fungos), os quais sdo precursores de compostos com
atividades anti-inflamatdrias e antimicrobianas, sendo assim, essas plantas alvo de
bioprospeccéo (BAILAO et al., 2015)

Plantas do género Byrsonima, podem ser encontradas no Cerrado do Estado
de Sao Paulo. Esse género é composto aproximadamente por 150 espécies e
podem ser encontradas em toda a América tropical, sendo que 50% s&o
encontradas no Brasil onde sdo comumente chamadas de “murici” (GUILHON-
SIMPLICIO; PEREIRA, 2011; SANTOS et al., 2018). Espécies deste género

apresentaram agao contra microrganismos implicados em doengas gastrointestinais
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e de pele, revelando resultados positivos para diversas espécies de bactérias,
enterobactérias e micobactérias (GUILHON-SIMPLICIO; PEREIRA, 2011).

Uma espécie representativa deste género € a Byrsonima intermedia
apresenta-se como um arbusto de 1-2,5m de altura, formando uma copa de até 3m
de diametro, florescendo com cachos amarelos de outubro a dezembro (Figura 6),
conhecida popularmente como "murici-do-campo”, "murici-anao”, "murici-pequeno”,
"canjica", “baga-de-tucano” ou “saratudo" o qual tem suas cascas e folhas utilizados
popularmente no tratamento de diarréia, disenteria, dor de estdmago, ulcera e

inflamacao, agdes essas, confirmadas por estudos pré-clinicos farmacoldgicos

(SANTOS et al., 2018).

Fonte: CARDIM, (2011). Foto: Ricardo Cardim

Figura 6. Byrsonima intermedia

B. intermedia possui uma diversidade fitoquimica que contribui para as acdes

farmacoldgicas desta planta (GUILHON-SIMPLICIO; PEREIRA, 2011), a qual
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apresentou resultados positivos para acdo antibacteriana de seus extratos contra
Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus em um
screening realizado para varias plantas de uso popular (ALVES et al., 2000). Agéo
antibacteriana também foi verificada contra Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis,
Proteus mirabilis, Salmonella sp., Shigella sp., Staphylococcus epidermidis
(MICHELIN et al., 2008), Helicobacter pylori (SANTOS et al., 2018).

Com a perspectiva do aumento da producao de etanol para cumprir as metas
governamentais estabelecidas, o0 setor sucroenergético busca minimizar as
contaminagdes microbianas utilizando antibidticos, gerando preocupacgoes
ambientais e limitando o comércio da levedura seca por deixar residuos. Neste
sentido é proposto a utilizagdo de extratos vegetais de Byrsonima intermedia como

uma forma alternativa e financeiramente atrativa de controle.
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4 Material e métodos

4.1 Local de realizagdao dos experimentos

Os experimentos foram realizados na Fatec — Jaboticabal, no Departamento de
Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da UNESP — Araraquara, no Instituto
Federal de Sdo Paulo — IFSP Campus Matao e Laboratério de Quimica Medicinal e

Medicina Regenerativa — Quimmera da Universidade de Araraquara — Uniara.

4.2 Amostras vegetais

A espécie vegetal proveniente do cerrado brasileiro, Byrsonima intermedia, foi
gentilmente fornecida e caracterizada (CARDOSO; BAUAB; VARANDA, 2015) pela
Profa. Dra. Cassia Regina Primila Cardoso do Instituto de Ciéncias da Saude de
Sinop — UFMT, a qual em seu P6s Doutorado foi participante do projeto BIOTA da
Fapesp, que busca integrar a caracterizagdo, conservagéo, restauracdo e uso
sustentavel da biodiversidade (BIOTA, 2020).

O vegetal foi coletado na cidade de ltirapina — SP e identificado pelo Prof.
Jorge Tamashiro, do Instituto de Biologia da Universidade de Campinas. A
autorizagdo do IBAMA recebeu o numero 32066-1 e a exsicata foi depositada no
Herbario HUEC, da Unicamp, sob registro 1484. As folhas foram secas em estufa de
ar circulante a 45 °C por sete dias e apds esse periodo foi pulverizada em moinho de
facas. A armazenagem foi realizada em embalagem plastica devidamente rotulada
no Laboratério de Fitoquimica do Departamento de Quimica Organica (IQ/Unesp
Araraquara) e posteriormente encaminhadas ao Laboratério de Bioprocessos da

Fatec Jaboticabal.
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4.3 Preparo dos extratos vegetais

Os extratos foram obtidos pela maceragao (ANVISA, 2010) na proporgao 1:10
(m/v) em etanol 70% por 5 dias ou em agua por 3 dias. Apos a filtragcéo, os filtrados
resultantes foram congelados em ultrafreezer a — 62 °C até serem realizados os
procedimentos de concentracdo em rotaevaporador e liofilizador para eliminagao do
solvente extrator hidroalcodlicos. Os extratos aquosos foram liofilizados diretamente.
A Figura 7 ilustra as etapas realizadas. Os extratos obtidos no final do processo

foram armazenados sob refrigeracdo em frasco ambar.

R

e

Extrato vgeta] no etnol 70% por 5 dias l Filtrac&o a vacuo
ou em agua (H,O) por 3 dias

hidroalcdéolico

aquoso

Liofilizacao Rotaevaporacéao

Figura 7. Obtencgao dos extratos vegetais hidroalcodlico e aquoso
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4.4 Determinacgao da solubilidade em agua dos extratos

A determinagao da solubilidade em agua foi realizada, conforme descrito por
Nascimento, (2008). Para tal determinacdo uma quantidade especifica (Tabela 10)
dos extratos foram transferidos para tubo de ensaio ou erlenmeyer, seguida de
adicdo de aliquotas do solvente (Tabela 10), utilizando o agitador mecanico vértex
(Phoenix AP56) para homogeneizagdo e confirmagdo da auséncia de material
suspenso. A solubilidade foi expressa conforme os termos descritivos definidos pela
ANVISA (2010) e apresentados na Tabela 11, a qual refere-se a dissolugao de uma

parte (1 g) da amostra no numero de partes (volume, em mL) do solvente.

Tabela 10. Quantidades de amostra e de solventes utilizados para avaliagdo da
solubilidade

Amostra (g) Adigdo cumulativa Volume de Partes de solvente
de solvente (mL) solvente (mL) para 1g de amostra
- 1 1
20 30 30
i 1 100
0,01 9 10 1,000
90 100 10.000

Fonte: NASCIMENTO, (2008).

Tabela 11. Termos descritivos para expressar a solubilidade

Termo descritivo Volumes aproximados de solvente em
mililitros por grama de substancia
Muito soluvel Menos de 1 parte
Facilmente soluvel De 1 a 10 partes
Soluvel De 10 a 30 partes
Ligeiramente soluvel De 30 a 100 partes
Pouco soluvel De 100 a 1.000 partes
Muito pouco soluvel De 1.000 a 10.000 partes
Praticamente insoluvel ou insoluvel Mais de 10.000 partes

Fonte: ANVISA, 2010.
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4.5 Microrganismos padroes

Foram utilizadas cepas padrdes (American Type Colection Culture - ATCC)

Staphyloccoccus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 25922).

4.6 Obtencao das leveduras e dos contaminantes microbianos do processo

fermentativo

As leveduras e os contaminantes microbianos foram isolados a partir da
simulacao de um processo fermentativo realizado na Fatec Jaboticabal e do material
da cuba de tratamento do fermento de trés unidades sucroenergéticas diferentes da
regido de Jaboticabal definidas neste trabalho como Usinas A, B e C. Os
microrganismos foram crescidos em incubadora Shaker (CT 712 Cienter) a 32 °C em
meio YPD (extrato de levedura 10 g.L-!, dextrose 20 g.L-! e peptona 20 g.L-") para
isolamento das leveduras, e em caldo nutriente (extrato de carne 3 g.L' e peptona 5
g.L") para isolamento das bactérias.

Quando atingido a absorbancia 0,3 no comprimento de onda de 600 nm, as
amostras foram centrifugadas (centrifuga Sppencer 80-2B), a 1.600xg por 5 minutos.
O precipitado foi suspenso em solugédo estéril de glicerol 20% em agua (H,O) e
distribuido em tubos de microcentrifugas resistentes a baixas temperaturas
(criotubos). Os microrganismos foram estocados em ultrafreezer até o0 momento de

utilizagdo. Um esquema desta etapa pode ser verificado na Figura 8.
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Figura 8. Fluxograma da obtengdo dos microrganismos.

4.7 Avaliagao do potencial antibacteriano dos extratos vegetais in vitro

A atividade antimicrobiana dos extratos vegetais obtidos foi avaliada pelo
método hole plate de difusdo em &agar, conforme descrito por Silva, (2012). Essa
técnica também é conhecida como teste de difusao por pogo (BONA et al., 2014).

Para os ensaios, as amostras bacterianas foram crescidas em caldo Mueller-
Hinton (extrato bovino 2 g.L™', Hidrolisado acido de caseina 17,5 g.L"' e amido 1,5
g.L™") ou agar Mueller-Hinton (adicionado de agar a 2%). Apds o crescimento em
incubadora Shaker (CT 712 Cienter) a 32°C, a cultura foi diluida até densidade o6tica
correspondente ao padréo 0,5 da escala de Mac-Farland (OD620 = 0,10). Apds isso,
100 pL da suspensao microbiana foram espalhados com al¢ga de Drigalsky em
placas de agar Mueller-Hinton (Caldo anteriormente descrito adicionado de 2% de
agar). Em seguida, orificios de aproximadamente 5 mm de didmetro e 3 mm de

altura foram feitos no agar e 30 uL dos extratos solubilizados em agua (H,O) na

concentragédo de 150 mg.mL""! foram adicionados (Figura 9).
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Figura 9. Etapas realizadas na avaliagado pelo método Hole plate.

Todos os testes foram realizados em triplicata. As placas resultantes foram
incubadas em estufa bacteriolégica a 32 °C por 48 horas. Apds esse periodo, foi
observado o desenvolvimento de halos de inibigdo, cujo didametros foram medidos
em milimetros. Valores de didmetro dos halos maiores que 7 mm foram
considerados como positivos. Um esquema desta etapa pode ser verificado na

Figura 10.
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Figura 10. Fluxograma da avaliagcado do potencial antimicrobiano in vitro.

As andlises de suscetibilidade também foram realizadas utilizando as
amostras de leveduras Saccharomyces cerevisiae, como descrito anteriormente,

porém ao invés dos extratos serem colocados em orificios, foram aplicados em
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discos de papel absorvente (método disco-difusdo), apoés as leveduras serem
crescidas em meio YPD (extrato de levedura 10 g.L™!, peptona 20 g.L" e glicose 20
g.L-") e aplicadas em placas contendo o mesmo meio na forma sélida (adicionado de

agar a 2%).

4.8 Determinacao da concentracgao inibitéria minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada de acordo com CLSI, (2016). As
amostras bacterianas foram inoculadas em tubos contendo 10 mL de BHI (Brain
Heart Infusion KASVI) e incubadas durante 18 h a 35-37 °C. Apds esse periodo,
foram diluidas até atingir a turbidez 1,0 da escala nefelométrica de McFarland (~ 3,0
x 108 UFC/mL). Um volume de 50 uyL do extrato vegetal suspenso em solugdo
aquosa de DMSO 20% (estoque 10 mg.mL-") foi adicionado a partir do segundo
poco da microplaca de 96 pocos acrescidos de 50 uL de meio BHI estéril. Em
seguida, foram realizadas diluigdes seriadas (10,0 mg.mL" a 0,156 mg.mL"") e, 100
ML da suspens&o bacteriana anteriormente preparada foram adicionados a cada
poco, em um volume final de 200 pL/poco.

No primeiro pogo da microplaca, utilizado como controle de crescimento,
foram adicionados 50 pL de meio BHI estéril, 50 yL da solugdo aquosa de DMSO
20% e 100 uL das suspensdes bacteriana, na escala 1,0 McFarland. As microplacas
foram incubadas durante 18 h a 35-37 °C em camara umida sob agitacado a 150 rpm.
Decorrido o periodo, foram transferidos 5 yL de cada pogo, para placas de agar
Muller-Hinton, as quais foram incubadas por 18 h a 35-37 °C. Um esquema geral do

experimento pode ser verificado na Figura 11.
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origem das amostras bacterianas: 1 (Usina B), 2 (Fatec), 3 (Usina C) e 4 (Usina A).
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4.9 Estudo do controle de microrganismos, verificando os produtos obtidos

da fermentagao

Para realizar a fermentacgao, inicialmente foi necessario o preparo do mosto
de melago (gentilmente cedido por uma usina da regiao de Jaboticabal-SP) através
do uso da Cruz de Cobenze (regra das diluicdes) a qual teve como objetivo a
corregdo dos solidos soluveis (SCHNEIDER, 1979) de 74,8° para 14 °Brix. A
confirmacdo da corregcao dos solidos soluveis foi realizada através do refratdmetro
(ABBE Refractometer Quimis®). Foi corrigido também o pH do mosto para 4,5 com a
adicdo de acido sulfurico diluido (H2SO4 - 5N), utilizando-se para verificagdo o
peagametro (PG 1800, Gehaka). Apds a preparagao, o mosto foi identificado como
amostra 1 e armazenado em ultrafreezer a — 62 °C para posterior analises
cromatograficas (HPLC). Na Figura 12 é apresentado o fluxograma do experimento.
O mosto foi contaminado com 1% de cultura bacteriana (DOsoonm=1,0) isolada da
Usina C.

Para o processo de fermentagdo foi utilizada levedura (Saccharomyces
cerevisiae) isolada também da Usina C, na quantidade de 30 g.L-' de mosto. Como
controle, foi utilizado um antibidético comercial frequentemente utilizado nas usinas
sucroenergéticas (Kamoran®, Quimica Real).

O mosto foi submetido a quatro tratamentos identificados como 2 (mosto +
leveduras), 3 (mosto + leveduras + bactérias), 4 (mosto + leveduras + bactérias +
extrato vegetal a 20 mg.mL™") e 5 (mosto + leveduras + bactérias + Kamoran® a 6
ppm), os quais foram realizados em triplicata (A, B e C), totalizando o
acompanhamento de 12 fermentagdes simultdneas. As amostras foram mantidas

sob agitacdo em incubadora Shaker (CT 712 Cienter) a 32 °C durante 6 horas.
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Decorrido o tempo de fermentacdo, amostras foram coletadas e armazenadas em
ultrafreezer a — 62 °C para posteriores analises cromatograficas (HPLC) do vinho.

As analises cromatograficas foram realizadas usando um cromatégrafo liquido
de alta eficiéncia com detector de indice de refragcdo (HPLC Shimadzu, Detector
RID20A). O HPLC foi equipado com uma coluna HPX 87H, e condicionado com os
seguintes parametros: fluxo de 0,6 mL/min, temperatura de 60 °C com temperatura
maxima de 65°C, pressao de 55 Kgf/cm? com pressdo maxima de 102 Kgf/cm?, fase
moével H2SO4 0,005M e detector RID.

Para o preparo da fase moével foi utilizado 5 mL de acido sulfurico (H2SO4 1M)
e agua (H20) ultrapura para completar 1.000 mL em baldo volumétrico apropriado,

obtendo-se dessa forma a fase movel H2SO4 0,005M.



(Brix 14,0 e pH 4,5)

Preparo do mosto de melago

Amostra 1

(mosto)

Mosto Mosto
A B

= 2a = 28

B § 2 §

Mosto Mosto
A B

) 3A ) 3B

> 4A )| 4B

‘vt(> 5A ‘vw 5B

Adicao de leveduras ao mosto
(Triplicata)

Amostra 2

(mosto + leveduras)

Fermentacao, com agitacao, por 6

horas a 32°C - 8mL por becker

Adicao de bactérias ao mosto
com leveduras

Amostra 3

(mosto + leveduras + bactérias)

Fermentacao, com agitacédo, por 6

horas a 32°C - 8mL por becker

Amostra 4 - Adigao do extrato vegetal
(mosto + leveduras + bactérias + extrato vegetal)

Fermentacao, com agitagao, por 6 horas a

32°C - 8mL por becker

Amostra 5 - Adicao do Kamoran®
(mosto + leveduras + bactérias + Kamoran®)

Fermentagao, com agitacéao, por 6 horas a

32°C - 8mL por becker

Apods a fermentagao todo material é transferido para microtubos devidamente indentificados.

Séao retiradas amostras parfa a determinagcao da contaminagao microbiana.

Os microtubos sao transferidos para o ultrafreezer a -62°C para posterior analise cromatografica no

HPLC

Figura 12. Fluxograma do processo fermentativo realizado.
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Para o preparo das amostras para a leitura cromatografica, apos o

descongelamento, foi realizada a centrifugagdo durante 10 minutos a 10.000 rpm.

Apos isso, o sobrenadante foi filtrado (filtro de 0,22 micras), diretamente no vial de
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cromatografia e identificado com o respectivo numero da amostra. As amostras
filtradas foram diluidas para atingir uma concentragao esperada dentro da escala da
curva padrao previamente estabelecida e calibrada, para as substancias a serem
analisadas. A diluicao da amostra 1 foi de 140 vezes, para isso foi utilizado baldo de
25 mL (25.000uL) e o volume da amostra pipetado no baldo foi de 178,6 uL
(25.000uL/140), sendo completado com o solvente até o menisco do baldo
volumétrico. As demais amostras, foram diluidas 30 vezes, para isso foram utilizados
balbes volumétricos de 5 mL (5.000 uL) e o volume de cada amostra pipetada no
baldo foi de 166,6 yL (5.000uL/30), sendo completado com solvente. Foi utilizado
como solvente a fase mével H2SO4 0,005M, para manter um pH mais adequado para
a leitura no HPLC.

Antes das leituras o HPLC foi preparado nas condi¢gdes operacionais acima
descritas, fluxo, temperatura e pressdo. O software utilizado, LabSolution, requer
preparagao antecipada para salvar os arquivos gerados a cada leitura, cria-se a
pasta de destino para essa finalidade, a cada leitura, corrida, obtém-se um
cromatograma com todas as informagdes necessarias para o calculo da quantidade
em g.L" de cada substancia alvo das analises, as quais tem que ser nomeadas
antes de cada corrida. Ao final de todo o processo € possivel resgatar cada
cromatograma (Figura 13) e utilizando o software excluir curvas ndo pertencente as
analises alvo.

Para injetar as amostras no HPLC foi utilizada seringa apropriada de 50 pL e
as amostras foram injetadas (20 yL) seguindo os procedimentos requeridos.

Apos ligado o aparelho, foi necessario aguardar o aquecimento do forno e em
seguida ajustar os parédmetros das condi¢cdes de analise, o fluxo de 0,6 mL/min é

atingido de forma gradual, a cada mudanga no valor, espera-se a estabilizagdo dos
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demais parametros, até o fluxo de 0,6 mL/min. Verifica-se a estabilidade dos demais
parametros para passar pelo sistema a fase moével por um periodo entre 20 minutos
(purga). Antes de iniciar a injecdo de cada amostra a seringa é lavada internamente
com agua (H;O) ultrapura, repetindo essa operagdo por trés vezes. Esse
procedimento foi repetido entre cada analise, ou seja, apds a injecdo da amostra,

faz-se a limpeza da seringa.
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As corridas de cada amostra para atingir todas as substancias a serem
analisadas tiveram duracdo de 25 minutos. Cada substancia tem seu tempo de
eluicdo, conforme pode ser visto na Tabela 12. Ao final de todas as analises é
verificado se todos os cromatogramas estdo dentro dos parametros, caso seja
necessario repetir a analise com erro. Apds a conferéncia, os arquivos sdo salvos
para os calculos futuros. Apos a lavagem e secagem das vidrarias e materiais
utilizados, os que nao sdo descartaveis voltam para o processo, os descartaveis
devem ter a destinagdo correta conforme sua categoria. O fluxograma desse

procedimento pode ser observado na Figura 14.

Tabela 12. Tempo de eluicdo das substancias de interesse por HPLC.

Substancia Glicose Frutose AC',dc.) A,C.'do Glicerol Aglc_jo Etanol
succinico latico acético
Tempo 9,5 10,1 11,8 13,0 13,8 15,3 22,6
(min.)

Fonte: Dados da pesquisa.

Descongelamento Coietm a0 Filtragdo
das amostras I:> Centrifugacao |:> sobrenadante |:> (Vial)

para filtragao

Diluigdo
Limpeza de P %0 do HPLC
vidrarias e . reparagao do .
. e Injetar a - Fluxo 6 mL/minuto
materiais de N
Salvar o amostrae - Temperatura 60°C
reuso e descarte o <:| .
8 cromatograma iniciara - Pressdo 55 Kgf/cm?
entre as analises . i
corrida - Passar a fase moével por
& Soilinsdo 20 minutos (purga)
processo ' e

Figura 14. Fluxograma do preparo das amostras e analise no HPLC.
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5 Resultados e discussao

5.1 Obtencao e avaliagao da solubilidade dos extratos vegetais

Inicialmente, foi realizada a preparagcao dos extratos bruto de Byrsonima
intermedia. Foram obtidos extratos aquosos e hidroalcodlicos pelo processo de
maceragdo, o qual possui grande importdncia na obtencdo de componentes
termolabeis, em especial, de compostos fendlicos, apesar de o tempo de espera e o
volume de solvente serem caracteristicas de desvantagens deste método (ZHANG;
LIN; YE, 2018). A vantagem econdmica do uso industrial de extratos que necessitem
de menor nivel de pureza, ou seja, quanto mais bruto for o extrato mais atrativo,
como € o nosso caso, foram ressaltadas por Muthaiyan; Limayem e Ricke, (2011).

O interesse na utilizagdo de agua no preparo do extrato foi de obter um
produto de baixo custo e com praticidade de utilizagcao por ser faciimente soluvel,
caracteristica essa que foi confirmada pela avalicdo de solubilidade como mostrado
na Tabela 13. A utilizacdo de agua torna-se também um atrativo na obtencao de

compostos com caracteristicas polares (ALTEMIMI et al., 2017).

Tabela 13. Solubilidade de extratos vegetais em termos descritivos

Segundo critérios

Espécie vegetal Extrato vegetal estabelecidos por
ANVISA, 2010
Hidroalcodlico Ligeiramente soluvel

Byrsonima intermedia -
Aquoso Soluvel

Fonte: Dados da pesquisa.

A presenca de atividade antimicrobiana no extrato aquoso no presente estudo

tem sido almejada, uma vez que, Tiwari et al., (2011), estudando os extratos
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aquosos e etandlicos de Tinospora cordifolia, mostraram a presenca de bioatividade
nos dois casos.

Apods a obtengao do extrato, a determinagéo da solubilidade em agua (Tabela
13) foi realizada para verificar a possibilidade do uso desse solvente na diluigdo do
extrato (ou possivel produto comercial) no momento de uso, o qual torna-se atraente
para o setor industrial por ser um solvente universal, abundante e relativamente de
baixo custo. Foi possivel verificar a facilidade da solubilizacdo dos extratos em meio
aquoso, enquanto os extratos em meio hidroalcodlicos apresentaram maior
dificuldade. Essa observagdo também foi relatada por Nascimento, (2008). Em um
estudo realizado por Kubiliene et al., (2018), utilizando extrato aquoso, etandlico e
aquoso com adi¢cao de polietilenoglicol de propolis foi destaca a importancia da
solubilidade em agua como uma forma mais segura de utilizagdo e biocompativel, o
que é muito significativo para o presente estudo, uma vez que, o extrato obtido sera
manipulado pelos operadores e entrara em contato direto com as leveduras do

processo, sendo importantissimo a inocuidade do solvente.

5.2 Avaliagao do potencial antimicrobiano dos extratos vegetais in vitro

Nos ensaios de avaliacdo do potencial antimicrobiano realizados em
Saccharomyces cerevisiae nao foi observado a formagédo de halo de inibigdo para
nenhum dos extratos avaliados (Figura 15). Esse resultado € muito interessante pois
0 objetivo é utilizar o extrato durante o processo fermentativo e para isso é
necessario que apenas os contaminantes apresentem sensibilidade e que a acao da

levedura nao sofra influéncia.
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Figura 15. Nao observagéo de halo para levedura em extrato aquoso.

As Tabelas 14 e 15 apresentam os resultados da sensibilidade bacteriana
pelo método Hole plate. Cada extrato foi testado para os microrganismos padrdes
(Tabela 14) e para os microrganismos isolados do processo fermentativo realizados
na Fatec e nas unidades sucroenergéticas da regidao de Jaboticabal (Usinas A, B e

C), separadamente (Tabela 15).

Tabela 14. Medida dos halos de inibigado obtida para os microrganismos padrdes.

Diametro dos halos (mm)

Espécie vegetal Extrato vegetal
S. aureus E. coli
, Hidroalcodlico 14,12 £ 0,97 9,64 + 0,71
Byrsonima
intermedia AquOSO 13,95 + 1,07 10,63 + 0,21
Controle - * *

*Medida do halo < 7mm. Fonte: Dados da pesquisa
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Tabela 15. Medida dos halos de inibigao para microrganismos isolados do processo
de fermentagao.

Espécie Extrato Diametro dos halos (mm)

vegetal vegetal Fatec Usina A Usina B Usina C
Byrsonima Hidroalcodlico 9,26+0,39 9,85+059 15304049 1570+ 0,61
intermedia Aquoso 9,65+0,31 10,17+0,26 1513+0,60 15,05+0,79

Controle - * * * *

*Medida do halo < 7mm. Fonte: Dados da pesquisa.

Foi possivel observar que os extratos de Byrsonima intermedia, apresentaram
maior agao sobre a bactéria S. aureus em relagao a E. coli (Tabela 14). Os extratos
também apresentaram efetividade sobre os quatro grupos de bactérias isoladas
(Tabela 15), apresentando os maiores valores de halo para as amostras bacterianas
oriundas das usinas B e C. A acgao foi verificada tanto para o extrato hidroalcodlico
quanto para o extrato aquoso, com valores similares.

Os métodos de difusdo sdao a escolha inicial na selecado de novos
agentes antimicrobianos provenientes de extratos de plantas e outros produtos
naturais, devido principalmente a facilidade de execugdo e ao baixo custo
(OSTROSKY et al., 2008). Bona et al., (2014) ressaltam a importancia do método
Hole plate ou teste de difusdo por pogo na avaliagao preliminar dos extratos vegetais
com potencial antimicrobiano.

Michelin et al., (2008), verificaram resultados positivos de agao antibacteriana
por difusdo de extratos metandlicos de Byrsonima intermedia contra Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis, Salmonella sp., Shigella sp.,
Staphylococcus epidermidis. Em concordancia aos resultados obtidos para o extrato
aquoso, Alves et al., (2000), estudando varios vegetais, observou atividade
antibacteriana no ensaio de difusdo do extrato aquoso de Byrsonima intermedia

contra Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. Moreira,
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(2010), empregando também o extrato aquoso verificou pelo método Hole plate a
presenca de atividade antibacteriana para Bacillus subtilis, Bacillus cereus,

Staphylococcus aureus, Micrococus luteus e Proteus mirabilis.

5.3 Determinagao da concentracgao inibitéria minima (CIM)

A placa resultante na avaliagdo da CIM pode ser verificado na Figura16 para
o extrato hidroalcodlico e na Figura 17 pra o extrato aquoso. Na Tabela 16 constam

os valores obtidos para cada extrato.

Controle ----------

10 mg.mL-"

5 mg.mL"!

2,5 mg.mL"!
1,25 mg.mL""
0,625 mg.mL"
0,312 mg.mL"!
0,156 mg.mL""

Figura 16. Avaliagdo da CIM para o extrato hidroalcodlico de Byrsonima intermedia.




Usina B Usina C

Controle

10 mg.mL"!

5 mg.mL-"

2,5 mg.mL-"

1,25 mg.mL-!
0,625 mg.mL-"
0,312 mg.mL-"
0,156 mg.mL-"

Figura 17. Avaliagdo da CIM para o extrato aquoso de Byrsonima intermedia.

Tabela 16. Concentragao Inibitéria Minima dos extratos.

Espécie Extrato Fatec Usina A Usina B Usina C

vegetal vegetal (mg.mL")  (mg.mL') (mg.mL?') (mg.mL")
Byrsonima  Hidroalcodlico 1,25 2,5 > 0,156 0,625
intermedia - pquoso 1,25 0,625 0,312 0,625

Fonte: Dados da pesquisa.

Os extratos mostraram resultados muito promissores na inibicdo das
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amostras bacterianas isoladas da Fatec e das trés usinas sucroalcooleiras,

revelando efetividade em baixas concentragbes. O extrato hidroalcodlico apresentou

maior variagao na CIM (variando entre 2,5 a 0,156 mg.mL""), com valores maiores na

amostra da Usina A e menores na Usina B. O extrato aquoso mostrou menor

variagdo (entre 1,25 a 0,312 mg.mL™"), com valores maiores para a amostra da Fatec

e menores também para a Usina B.
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Bona et al., (2014) destacam que a técnica utilizada apresenta resultados
reprodutiveis e confiaveis para avaliagcdo da atividade antimicrobiana de extratos
vegetais. Michelin et al., (2008), estudando extrato metandlico de Byrsonima
intermedia, observou menores valores de CIM contra E. faecalis (1,5 mg.mL") e B.
subtilis (3,0 mg.mL"), sendo ambas gram-positivas. Moreira, (2010), utilizando
extrato aquoso verificou valores de CIM para Bacillus subtilis (2,5 mg.mL™"), Bacillus
cereus (0,62 mg.mL™"), Staphylococcus aureus (1,25 mg.mL"), Micrococus luteus
(1,25 mg.mL™") e Proteus mirabilis (2,5 mg.mL™").

Santos et al., (2012), utilizando extrato metandlico deste vegetal também
observou a presenga de agao antimicrobiana nos mesmos microrganismos padroes
utilizados no presente estudo, Staphylococcus aureus (0,250 mg.mL") e Escherichia
coli (0,500 mg.mL-"), além da bactéria Helicobacter pylori (0,125 mg.mL-"). Porém,
quando o extrato bruto metandlico foi separado em fragdes com o uso de acetato de
etila e agua, o efeito sobre a H. pylori foi perdido passando a apresentar CIM >
0,1000 mg.mL"" e 0,500 mg.mL"", respectivamente (SANTOS et al., 2019). O autor
conclui que os resultados sugerem que a atividade da B. intermedia se deve a mais
de um constituinte e que ocorre uma agao sinérgica entre os bioativos presentes no
extrato bruto, sendo isso também confirmado por Cardoso; Bauab; Varanda, (2015),
que estudando um dos componentes majoritarios de B. intermedia, o bioflavonoide
amentoflavona, deixou de observar a agao antimicrobiana obtendo valores de CIM >
0,1000 mg.mL"" contra E. coli e S. aureus. Esses dados reforgam o interesse no uso

do extrato bruto no controle de bactérias contaminantes no processo fermentativo.
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5.4 Estudo do controle de microrganismos, verificando os produtos obtidos

da fermentagao

Foram realizados o acompanhamento fermentacbes simultdneas para
obtencdo das amostras simuladas do processo produtivo sucroalcooleiro. Para
controle foi utilizado somente o mosto (Amostra 1) e para simulagao, quatro tipos de
tratamentos: mosto + leveduras (Amostra 2), mosto + leveduras + bactérias
(Amostra 3), mosto + leveduras + bactérias + extrato vegetal (Amostra 4) e mosto +
leveduras + bactérias + Kamoran® (Amostra 5).

A Tabela 17 apresenta os resultados obtidos pelas analises por cromatografia
liguida (HPLC) do mosto e dos vinhos resultantes. Na Tabela 18 podem ser
verificados os resultados dos acucares fermentesciveis totais e do consumo para

conversao em produtos (substancias) da fermentagao.

Tabela 17. Resultado das analises por cromatografia liquida (HPLC).

Amostras (g.L™")

Produto Mosto Vinho (fermentacao — 6 horas)
1 2 3 4 5
Glicose 83,8 8,4 6,4 5,8 5,2
Frutose 58,8 29,6 23,8 28,1 23,4
godo 0,0 0,9 0,8 07 0,8
Glicerol 0,0 4,5 3,8 55 4,2
Etanol 0,0 37,6 31,6 36,1 36,3

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 18. Acgucares fermentesciveis totais € consumo para conversao em produtos
da fermentacao

Amostras (g.L™")

Produto Mosto Vinho (fermentagéo — 6 horas)
1 2 3 4 5
Glicose 83,8 8,4 6,4 5,8 52
Frutose 58,8 29,6 23,8 28,1 23,4
Total 142,5 38,0 30,2 33,9 28,7
Consumo de

. * 104,5 112,3 108,6 113,8
agucares (*)

(*) Agucares consumido é a diferenga entre agucares totais do mosto e os agUcares totais residuais
presentes no vinho apds a fermentagao por um periodo de 6 horas.

Fonte: Dados da pesquisa.

Os dados sobre o acucar total consumido e o etanol produzido sao

apresentados na Tabela 19 e as analises estatisticas para esse dado na Tabela 20.

Tabela 19. Agucar total consumido e etanol produzido.

Amostras (g.L")

Produto
2 3 4 5
Agucar 1045+ 0,7 112.3 +5 1 108.6 + 1.6 1138 + 4,2
consumido
Etanol 37.6+05 31,6 +4.1 36,1+ 3.8 36,3+4.9
produzido

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 20. Analise estatistica das variaveis da Tabela 19.

Produto F CV%
Acucar consumido 2,44 ns 3,8
Etanol produzido 0,76 ns 7,5

ns, * - ndo significativo e significativa a 5% de probabilidade respectivamente.

Foi possivel observar que a producdo média de etanol, pelo processo de

fermentagéo (g.L-"), nos quatro tratamentos foram diferentes, sendo no tratamento 2
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a maior producgao (37,6 g.L-") e no tratamento 3 a menor produgio (31,6 g.L"). Os
tratamentos 4 (com extrato vegetal) e 5 (com Kamoran®) ficaram com uma produgéo
préximo do tratamento 2, com produgdo de 36,1 g.L' e 36,3 g.L", respectivamente.
Esses valores indicam uma tendéncia de que os tratamentos com extrato vegetal e
com o Kamoran® contribuiram para o controle dos microrganismos contaminante. A
analise estatistica ANOVA, analise de variancia estatistica, que é um robusto
método estatistico, e fornece resultados confidveis mesmo em tratamentos onde
tenha uma consideravel heterocedasticidade, mas para isso € fundamental que os
tamanhos amostrais sejam iguais ou, pelo menos, aproximadamente iguais, indicou
pelo teste F que ndo ha diferencga significativa entre as médias (Tabela 20).

As Tabelas 21 e 22 apresentam os dados da produgao de etanol (g) por 100g
de acucar total e eficiéncia fermentativa, respectivamente.

O rendimento pratico (Yp), corresponde a quantidade real produzida de
etanol, e sua relagdo com a quantidade de substrato, os acucares fermentesciveis
consumidos, e utilizando o calculo do fator de conversdo (SILVA; BARBON;

BRONZATTO, 2017) é possivel calcular a quantidade de etanol por 100g de agucar.

Tabela 21. Produgéo de etanol — g.100g™" de agucar total

Amostras (g.100g™" de agucar total)
2 3 4 5

Etanol 36,00 28,09 33,23 31,91
Fonte: Dados da pesquisa.

Produto

A eficiéncia fermentativa, calculada a partir da relagao entre o rendimento
pratico (Yr) e o tedrico (Yi), o rendimento tedrico deduzido da equacédo de Gay-
Lussac para a fermentacéo alcodlica (Figura 18), onde 180g de glicose produz 92g

de etanol e para 100g de glicose produz 51,11g de etanol, dessa forma a eficiéncia
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fermentativa (Eficiéncia (%) = Yp/Y: x 100), apresentada na Tabela 22, €& um

parametro que pode ser usado para comparar os resultados obtidos com o processo

fermentativo dos tratamentos.

Reacao de Gay-Lussac

CeH1206 —— 2CH3CH; OH

glicose etanol
1809 2 x 469

Calculo do rendimento tedrico (Y;)

1809 (glicose) 929 (etanol)

100g (glicose)
X =51,11g de etanol

Xg (etanol)

+ 2CO,
didxido de
carbono
2 x 449

+ energia

Figura 18. Calculo do rendimento tedrico (Yt) a partir da reagdo de Gay-Lussac.

Tabela 22. Eficiéncia fermentativa

Amostras (g.L™")

Rendimento

2 3 4 5
Tedrico (Yi) 51,11 51,11 51,11 51,11
Pratico (Yp) 36,00 28,09 33,23 31,91
Eficiéncia (%)
70,44 54,96 65,02 62,43
(Ye/Y:) x 100

Fonte: Dados da pesquisa.
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Os dois tratamentos onde foram adicionadas as bactérias e receberam extrato
vegetal (tratamento 4), e Kamoran® (tratamento 5), tiveram ganhos em pontos
percentuais de eficiéncia fermentativa de 10,06 e 7,47 respectivamente (Figura 19) o
que indica que os produtos utilizados para o controle dos microrganismos
contaminantes produziram efeitos positivos no processo fermentativo, indicando um
melhor desempenho do processo de produgdo com o uso do extrato de Byrsonima

intermedia.

Eficiéncia Fermentativa (%)

70,44

65,02

—
10,06 62,43 7.47

<« >

54,96

Amostras

Fonte: Dados da pesquisa.

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

Leite et al., (2013), estudando extrato de lupulo na fermentagcdo, também
obteve valores semelhantes ao observado para o produto comercial Kamoran®.
Mutton et al., (2014), observaram um aumento de 7% no teor alcodlico do vinho

obtido da fermentacdo com extrato de prépolis verde.
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Outras substancias encontradas nas amostras, formadas durante o processo
fermentativo, como acido succinico (Tabelas 23 e 24) e glicerol (Tabelas 25 e 26),
competiram com a produg¢ao de etanol consumindo agucares para sua producao. O
acido succinico consumiu uma média de 0,3 a 1,2 g.100g" de agucar total e o

glicerol em torno de 2,0 a 6,0 g.100g™" de agucar total.

Tabela 23. Producédo de acido succinico na fermentacao

Tratamentos 2 3 4 5
AC‘d"(gSI‘jﬁf"”ico 0,9+0,0 0,80,1 0,7 0,1 0,8+0,1

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 24. Produgao de acido succinico na fermentagao — g.100g™! de agucar total

Tratamentos 2 3 4 5
Acucar Coqsumldo 1045 112,3 108,6 113,8
(9.L7)
Acido sugcmico 0.9 0,8 0,7 0,8
(9.L7")
Acido succinico
g.100g™" de agucar 0,8 0,7 0.7 0.7
total

Fonte: Dados da pesquisa.

Os valores médios obtidos nos tratamentos, para o acido succinico e o
glicerol, estdo dentro da normalidade em um processo fermentativo (SANTOS;

SOUZA, 2014).

Tabela 25. Produgao de glicerol na fermentacgao

Tratamentos 2 3 4 5

Glicerol (g.L™") 45+0.1 3,8+0,5 55+0,8 42 +0,6
Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 26. Produgao de glicerol na fermentagao - g.100g™" de agucar total

Tratamentos 2 3 4 5
Acucar consumido 104.5 112.3 108,6 113,8
(9.L7)
Glicerol (g.L™") 4,5 3,8 55 4.2
: -1
Glicerol g.100g 43 3.4 5,1 3,7

de agucar total

Fonte: Dados da pesquisa.
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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 produgao de bioetanol.

A analise econ6mica 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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