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RESUMO GERAL

Atualmente a contaminacao bacteriana é considerada um desafio para os produtores
de etanol. Esta contaminacdo em niveis >10°UFC/mL, afeta significativamente o
metabolismo das leveduras, reduzindo até 30% da fermentacdo alcodlica. Os
antibiéticos, geralmente associados a processos de desinfeccoes acidas do fermento,
sdo utilizados para reduzir estas contaminac¢des. Mas residuos destes antibi6ticos
podem ser detectados na massa de levedura seca, utilizada para alimentacao animal,
inviabilizando o comércio deste subproduto em paises europeus. Neste sentido, alguns
estudos relacionados ao uso de compostos naturais para controle de contaminantes
nas industrias sucroalcooleiras tém sido desenvolvidos e suas aplicagdes sao viaveis
neste setor para evitar o embargo de seus subprodutos. Portanto, o objetivo do
presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana do extrato de lupulo, acido 4-
hidroxibenzdico, nisina A, nisina Z e lisozima, contra Lactobacillus fermentum (LF) e
Leuconostoc mesenteroides (LM), que s&o contaminantes comuns nas usinas
brasileiras de etanol. A concentracao inibitéria minima (CIM) de cada antimicrobiano
natural foi determinada para LM e LF, assim como, a CIM da combinacdo dos
antimicrobianos. Apenas as substancias que nao foram tdxicas para Saccharomyces
cerevisiae (SC) e eficazes na redugédo da populacdo bacteriana foram selecionadas.
Assim, a nisina, o extrato lupulo, e sua combinacdo foram usadas em biorreatores
contendo caldo de cana suplementado e os micro-organismos SC, LF e LM, simulando
o caldo de fermentagcdo de usinas de producdo de etanol. Posteriormente, a
combinacdo de nisina e extrato de lupulo foi testada em uma industria parceira do
projeto. O extrato de lupulo teve a menor CIM, seguido de nisina e de &cido 4-
hidroxibenzéico. A lisozima nao apresentou efeitos contra as bactérias (LM e LF) em
niveis de até 125 mg/L e o acido 4-hidroxibenzdico apresentou efeitos tdxicos para a
levedura (SC) a niveis = 38 mM. A CIM da combinacao do extrato de lupulo e nisina
também foi testada. O uso desses agentes antimicrobianos em combinacao mostrou
efeito sinérgico tal como calculado pelo indice de concentracao inibidora fracionada
(IFIC). O extrato de lupulo e a nisina ndo apresentaram efeitos toxicos a levedura,
mesmo com uso de doses extremas (até 1000 x CIM). A utilizagcdo de nisina 30 mg/L e
extrato de lupulo em 5 mg/L, apresentaram resultados semelhantes a monensina em
10 mg/L no caldo de fermentacdo. A eficacia da férmula desenvolvida também foi
avaliada em um caldo industrial, onde mostrou efeito semelhante a produtos comerciais
compostos por extrato de lupulo rico em a-acidos e ClO,. Novos estudos devem ser
realizados para verificar a estabilidade da férmula desenvolvida para posterior
comercializagao.

Palavras-chave: Producdo de etanol. Nisina. Lupulo. Lactobacillus fermentum.

Leuconostoc mesenteroides.



ABSTRACT

Currently, bacterial contamination is considered a challenge for ethanol producers.
Contamination at levels >10” CFU/mL, interfere significantly with the yeast metabolism,
reducing the alcoholic fermentation by 30%. Antibiotics, usually associated with acid
disinfection, are used to reduce these contaminations. However, residues of these
antibiotics can be detected in the dry yeast, which is used for animal feed, preventing
the commercialization of this product in European countries. Some studies related to the
use of natural compounds in order to control contaminants in ethanol-producing plants
have been developed and these products can substitute antibiotics, avoiding the
embargo of the dry yeast by European countries. The objective of this study was to
evaluate the antimicrobial activity of hop extract, 4-hydroxybenzoic acid, nisin A, nisin Z
and lysozyme, against Lactobacillus fermentum (LF) and Leuconostoc mesenteroides
(LM), which are common contaminants of Brazilian ethanol plants. Minimum inhibitory
concentration (MIC) of each natural antimicrobial was determined for LM and LF. The
combination of the two best antimicrobials was also tested. Only the substances that
were not toxic to Saccharomyces cerevisiae (SC) and effective in reducing the bacterial
population were selected. Subsequently, nisin, hop extract, and their combination were
used in bioreactors containing supplemented sugar cane broth, SC, LF and LM,
simulating the fermentation broth of ethanol producing plants. Finally, the combination
of nisin and hop extract was also tested in an ethanol-producing plant. Hop extract
showed the lowest MIC, followed by nisin and 4-hydroxybenzoic acid. Lysozyme had no
effect against bacteria (LM and LF) at levels up to 125 mg/L and 4-hydroxybenzoic acid
was toxic to the yeast (SC) at levels 238 mM. The MIC of the combination of nisin and
hop extract was also tested. The use of these antimicrobials in combination showed
synergistic effect as calculated by the fractional inhibitory concentration index (FICingex)-
The hop extract and nisin had no toxic effects to the yeast, even with the use of extreme
doses (up 1000x MIC). The use of nisin 30mg/mL and hop extract at 10 mg/L presented
similar results to monensin at 5 mg/L in fermentation broth. The effectiveness of the
formula developed was also evaluated in an industrial partner, where it showed the
same effect as commercial products composed by hop extract and CIO.. Further studies
should be performed to check stability of the formula developed for further
commercialization.

Keywords: Natural antimicrobials. Ethanol production. Nisin. Hop extracts.
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CAPITULO 1

1 INTRODUGAO

O etanol é o biocombustivel mais utilizado como substituinte aos combustiveis
petro-derivados, sendo o Brasil e os Estados Unidos os lideres da produgdo mundial
(ALI et al., 2013; CHUM et al., 2013). No Brasil, a producédo de etanol foi estimulada
apos a primeira crise do petrdleo na década de 70 com a criagdo do Programa
Nacional do Alcool (PROALCOOL) em 1975, que teve como objetivo o aprimoramento
e desenvolvimento tecnoldgico do setor sucroalcooleiro (ROSILLO-CALLE & CORTEZ,
1998; ABREU et al., 2014). Estima-se que sejam produzidos 28,66 bilhdes de litros de
etanol durante a safra brasileira de cana-de-acucar 2014-2015, o equivalente a 2,53%
a mais do produzido na safra anterior, sendo os estados da regido centro-sul
responsaveis pela maior parte da producao nacional (CONAB 2014).

O etanol pode ser obtido a partir da fermentagdo de diferentes fontes de
acucares simples e polissacarideos (BALAT & BALAT, 2009; HANSEN & KYRITSIS,
2009; MUSSATTO et al.,, 2010). O micro-organismo mais utilizado para conduzir o
processo fermentativo € a levedura, principalmente cepas da espécie Saccharomyces
cerevisiae (GHORBANI et al., 2011; LIMAYEM et al., 2011). Esta espécie é
intensivamente utilizada, pois € resistente as condi¢cées desfavoraveis do processo, isto
€, as variacdes de temperatura e pH, presenca de baixas concentracdes de sulfito e
altas concentracoes de alcool (BAI et al.,, 2008). Além disso, parte da massa de
levedura gerada na producéo de etanol pode ser reutilizada como suplementacdo na
alimentacdo de animais de producao, por ser uma excelente fonte de aminoacidos,
proteinas e vitaminas (LANDELL et al., 1993; ZANUTTO et al., 2008). Contudo,
diversos fatores afetam a viabilidade celular das leveduras durante o processo de
fermentacdo, sendo a contaminacdo bacteriana o fator mais preocupante para as
industrias sucroalcooleiras (NARENDRANATH et al.,, 1997; LUCENA et al., 2010;

LEITE et al., 2013). Contaminagdes bacterianas em concentracdes acima de 10’



UFC/mL afetam significativamente a capacidade de fermentacdo etandlica das
leveduras, podendo diminuir em até 30% o rendimento da producdo de etanol
(BISCHOFF et al., 2007; COMPART et al., 2013).

Na maioria das usinas sucroalcooleiras do Brasil, a producdo de etanol
combustivel ocorre de maneira nao limpa favorecendo a proliferagdo bacteriana (DA
SILVA-FILHO et al., 2005; LUCENA et al., 2010). Os micro-organismos contaminantes
mais detectados sao bactérias Gram positivas pertencentes a familia Lactobacillacea,
as quais apresentam uma taxa de crescimento rapida, grande tolerancia ao etanol e pH
acido, o que lhes permitem competir por nutrientes com a levedura no mosto de
fermentacao (BISCHOFF et al., 2007; TIUKOVA et al., 2014). Um dos géneros mais
identificados nas usinas sucroalcooleiras € Leuconostoc, caracterizado por bactérias
Gram positivas, anaerdbias facultativas, sendo a espécie mais prevalente Leuconostoc
mesenteroides (HOLT et al., 2001). As espécies deste género sdo conhecidas por
serem formadores de goma a partir da conversdo da sacarose em polimeros de
dextrano, os quais podem levar ao entupimento de filtros e tubulacées (LEATHERS et
al., 2011). Este género também € produtor de acido latico e um tipo de bacteriocina
conhecida como mesenterocina, que apresenta potencial para aplicacées na industria
de alimentos (DABA et al.,, 1991). Além de Leuconostoc, é comum a presenca de
espécies do género Lactobacillus como contaminantes do processo fermentativo, como
L. fermentum, L. vine, L. brevis e L. plantarum (BISCHOFF et al., 2007; LUCENA et al.,
2010). A cana-de-acucar assim como o melaco utilizado como base da fermentacao
sao substratos que naturalmente apresentam bactérias acido laticas (BAL). Portanto, a
propria matéria prima pode ser o veiculo dos micro-organismos contaminantes
(LUCENA et al.,, 2010). Um dos graves problemas associados com a presenca de
algumas estirpes de Lactobacillus fermentum é a floculacdo do fermento, onde células
das bactérias se aderem as leveduras causando a sedimentacao do fermento e queda
do rendimento da taxa de conversdo de agucar em etanol (LUDWIG et al., 2001;
CUNHA et al., 2006).

O controle das contaminacdes € extremamente importante, ja que além de
interferir na produtividade da levedura, a contaminacdo bacteriana pode levar a
corrosao das dornas de fermentacéao e outros equipamentos (MURPHREE et al., 2014).
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Diversos métodos sdo utilizados como medida de controle destas contaminacoes,
sendo que 0s mais comuns sao a aplicagao de antibioticos nas dornas de fermentacao
e as desinfeccdes acidas sobre a massa de levedura (LUCENA et al., 2010; DA SILVA-
FILHO et al., 2005). Os produtos mais utilizados para controlar as contaminacdes sao
antibiéticos que atuam na sintese proteica das bactérias ou diretamente na sintese da
parede celular (MUTHAIYAN et al., 2011). Antibiéticos como virginiamicina, penicilina,
eritromicina, estreptomicina, monensina e as combinac¢des destes sao geralmente
utilizados no controle das contaminacdes bacterianas (NARENDRANATH et al., 2000;
MURPHREE et al.,, 2014). A Food and Drug Administration (FDA) e a European
Commission (EC) demonstram preocupacdao em relacdo ao uso intensivo de
antibiéticos nos processos industriais de fermentacao etandlica, ja que alguns estudos
demonstraram que residuos destas substancias podem permanecer no subproduto que
€ adicionado as racoes animais (COMPART et al., 2013). A presenca de antibi6ticos na
racdo € proibida na Comunidade Europeia, e consequentemente, é vetada a utilizacao
destes produtos em usinas sucroalcooleiras que comercializam levedura para este fim
(EC, 2003; KAKLAMANOS et al., 2013). Extratos de levedura brasileira ja sofreram
embargos ao serem exportados para a Europa devido a presenca de antibidticos
(FEED INFO, 2008).

Antibacterianos de origem natural podem ser utilizados como substituintes aos
antibiéticos atualmente utilizados nas usinas sucroalcooleiras, fazendo com que nao
ocorra nenhum tipo de problema com a comercializacdo da massa de levedura
derivada do processo fermentativo. Nas industrias de alimentos esta pratica € comum
ja que a aplicacdao de compostos naturais tem atraido a atencdo dos consumidores em
geral (MUTHAIYAN et al., 2011). Diversos estudos relacionados ao uso de compostos
naturais nas industrias sucroalcooleiras com a finalidade de reduzir a contaminacao
bacteriana nas dornas de fermentacdo foram desenvolvidos (LIMAYEM et al., 2011;
COMPART et al., 2013; LEITE et al., 2013).

Um dos poucos produtos naturais comercialmente disponiveis para controlar as
contaminagdes bacterianas na fermentacao etandlica é o extrato de lupulo, sendo que
seu uso em doses a partir de 3 mg/L causam reducao significativa da carga bacteriana
in vitro (LEITE et al., 2013). As atividades antibacterianas do IUpulo estdo atribuidas



aos compostos amargos presentes nas flores femininas da planta conhecidas como
humulonas (a-acidos) e lupulonas (B-acidos), que possuem atividade inibitéria contra
diversas bactérias Gram positivas (NATARAJAN et al., 2008; LEITE et al., 2013).
Diversas versbes de extrato de lupulo compostas por concentrados de - ou a-acidos
sdo comercializadas para uso especifico no setor sucroalcooleiro. Contudo, este
produto tem um alto custo (~US$ 140,00/L), que muitas vezes inviabiliza a ampliagao
de sua utilizacao pela industria.

Produtos que apresentam acao contra Lactobacillus também ja foram testados
em processos de fermentagao industrial, ja que estes sao os principais contaminantes
na producao de etanol (LIMAYEM et al., 2011; NERIS et al., 2013). Desta forma, pode-
se destacar a acao da nisina, que € uma bacteriocina sintetizada por algumas cepas de
Lactococcus lactis subs. lactis, utilizada como conservante para alimentos desde a
década de 60 (DELVES-BROUGHTON et al., 1996). O mecanismo de acao da nisina
esta relacionado a interagdes desta com a membrana celular dos micro-organismos,
onde ela utiliza o Lipideo Il presente na membrana como molécula de ancoragem e
causam a formagcdo de poros. Isso leva a despolarizacdo da membrana e
extravasamento de moléculas essenciais as células, como K*, amino acidos e ATP
(MORENO et al.,, 1999; ABEE et al., 2003; COTTER et al.,, 2005). A atividade
antimicrobiana da nisina abrange grande parte das espécies Gram positivas, sem
apresentar efeitos téxicos as leveduras (RAYMAN et al., 1981; PENNA et al., 2006:
BORDIGNON-JUNIOR et al., 2012).

A aplicagdo de produtos naturais como substituinte a antibiéticos no setor
sucroalcooleiro, até o presente momento, é limitado a produtos compostos por extrato
de lupulo. Tendo em vista o potencial na expanséao do uso de compostos naturais neste
setor, o objetivo geral da presente dissertacao foi o desenvolvimento de férmulas com
compostos antibacterianos de origem natural capazes de eliminar ou reduzir
significativamente a populacdo contaminante de bactérias Gram-positivas
(Lactobacillus fermentum e Leuconostoc mesenteroides) durante o processo
fermentativo na producdo de etanol. Neste trabalho foram verificadas a acao de
diferentes compostos, como extratos vegetais, acidos fendlicos, enzimas, bacteriocinas

e suas combinacoes.



CAPITULO 2
2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 PRODUCAO DE ETANOL COMBUSTIVEL NO BRASIL
2.1.1 Historico e perspectivas

O uso de etanol como combustivel foi introduzido no Brasil na década de 30,
durante o governo de Getulio Vargas com a criacdo do Decreto n? 19.717, de 20 de
Fevereiro de 1931, que indicava a obrigatoriedade de adicionar 5% de alcool a gasolina
importada (ABREU et al., 2014). Apesar dos incentivos dados pelo governo para
producao de etanol, este sempre esteve em disputa com a producao de acucar. Porém,
a preocupacao com o meio ambiente e a grande crise do petréleo ocorrida em 1970
alteraram o quadro da producdo nacional (ROSILLO-CALLE & CORTEZ, 1998). A
criagdo do Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL) em 1975 alavancou a
produgcdo em larga escala de etanol combustivel no Brasil (ROSILLO-CALLE &
CORTEZ, 1998; ANDRIETTA et al., 2011; ABREU et al., 2014).

O aumento da producao de etanol desde a década de 70 estimulou também o
mercado automobilistico na criagdo de carros movidos a alcool combustivel. O
aumento na venda deste tipo de automével no Brasil nesta época foi de 98% e, apds
36 anos da criacdo do programa, cerca de 95% dos carros vendidos no Brasil séo
FLEX-FUEL (AMORIM et al., 2011). Desde a criagdo do PROALCOOL a produgéo de
etanol apresenta crescimentos anuais. Em 1975/76 a producao foi de 556 milhdes de
litros e estima-se que a safra 2014/15 resultara em 28,66 bilhdes de litros de etanol,
sendo os estados da regido centro-sul responsaveis pela maior parte da producao
nacional (CONAB 2014). Mesmo apés crises enfrentadas pelo setor sucroenergético, o
etanol ainda é o combustivel mais utilizado como substituinte de combustiveis fosseis,
sendo o Brasil e os EUA lideres na produ¢cdo mundial (CHUM et al., 2013).Conforme 2°
Relatério de Sustentabilidade gerado pela Unido da Industria de Cana-de-agucar
(UNICA) em 2010, o setor sucroenergético foi responsavel pela geracao 2% do Produto
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Interno Bruto do Brasil em 2008, além de ser um dos setores mais importantes na
geracao de emprego no pais.

Muitas melhorias foram implantadas na producéo de etanol desde o langcamento
do PROALCOOL, como o melhoramento genético ou selegdo de espécies, avanco nas
técnicas de plantio, colheita e na automacao industrial (MACEDO, 2007; CHUM et al.,
2013). Os avancgos biotecnologicos na producdo de cana-de-acucar permitiram ao
Brasil a selecdo de variedades mais produtivas, resistentes as pragas e doencas
agricolas e com maior concentracao de carboidratos (BASSO et al., 2008). Além disso,
a substituicdo da gasolina por etanol combustivel contribui para reducdo de 90% da
emissao de gases como CO,, NOy e SOy pelos automoéveis (UNICA, 2010; GHORBANI
etal, 2011).

2.1.2 Obtencao do etanol

O etanol pode ser obtido a partir da fermentagdo de diferentes fontes de
acucares simples e polissacarideos (BALAT & BALAT, 2009; HANSEN & KYRITSIS,
2009; MUSSATTO et al., 2010). O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar
com 8,51 milhdes de hectares ocupados por este plantio, sendo esta a principal matéria
prima utilizada para obtencao de acucar, etanol de primeira geracdo e etanol de
segunda geracao, sendo que este ultimo utiliza bagaco da cana como matéria prima
(DIAS et al.,2012; UNICA 2010).

O etanol é obtido em basicamente trés fases: 1) obtencdo de aglcares
fermentaveis; 2) fermentagcédo; e 3) separacdo do etanol, realizada por destilacdo
(Figura 1). As etapas que ocorrem antes da primeira fase é que irdo determinar se a
producdo de etanol é de primeira ou segunda geracao, isto é, qual tipo de matéria
prima sera utilizado para extracao de acucares fermentaveis (MUSSATTO et al., 2010).
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Figura 2.1 - Etapas da producéo de etanol de 1% e 2% geragdo. Adaptado de MUSSATTO et al.,
2010.

2.1.2.1 Etanol de primeira geracao

Apébs a colheita, a cana-de-agclUcar passa por processo de limpeza com agua
para retirada de sujidades e entdo € moida para extracdo do caldo de cana. O
processo de moagem é realizado em uma sequéncia de moendas, sendo o caldo
extraido nas moendas iniciais conhecido como caldo primario, o qual geralmente é
destinado a produgcdo de acucar. Ja o caldo secundario (derivados das moendas
posteriores) é primariamente destinado a produgéo de etanol. Com o objetivo de retirar
impurezas e para proporcionar clareamento da coloracdo do caldo, este passa por um
processo conhecido como clarificagdo que pode ocorrer por sulfitacdo ou por
bicarbonatagao (ARAUJO, 2007).



Apébs a clarificacdo, o caldo destinado a producdo de etanol, segue para
formacao do mosto, que € um processo de preparo do liquido que sera destinado a
fermentagdo. Primeiramente a temperatura do caldo é elevada a 105°C e faz-se a
correcdo do pH para ~ 4,5. Entdo, a quantidade de acucares é corrigida por meio de
diluicdo e o mosto tem sua temperatura diminuida para 30°C (ALCARDE, 2005). O
caldo obtido apds estes processos é conduzido a fermentacao, que ocorre em tanques
com capacidade de até 3 milhdes de litros. A maioria das usinas brasileiras adota o
processo de batelada alimentada e apenas 15% utilizam processos continuos (GODOY
et al.,, 2008; DIAS et al., 2012). Apds a fermentagédo, as células de leveduras sao
recicladas e tratadas para remocao da contaminacao bacteriana e o liquido resultante
da fermentacdo, segue para o processo de destilacdo (DE PAIVA & MORABITO.,
2007).

2.1.2.2 Etanol de segunda geracao

O etanol de segunda geracao € obtido pela fermentacdo de matérias primas
lignocelulésicas. No Brasil, o0 bagaco da cana-de-acgucar gerado na producao de etanol
de primeira geracao é a principal matéria-prima utilizada para producao de etanol de
segunda geracgao (DIAS et al., 2012). A maior parte do bagaco da cana é destinada a
queima para geracao de energia em caldeiras, que é utilizada pela propria usina.
Contudo, parte do bagacgo pode ser destinado para outros fins, incluindo a producao de
etanol de segunda geracao (PIPPO et al., 2011). Macedo (2007) relatou que cada
usina sucroalcooleira brasileira gerou em média um excesso de 48 milhdes de
toneladas de bagaco e palha de cana, ja descontando o material utilizado na geracao
de energia e adubo para as plantagdes. A utilizacdo deste subproduto pode ser
considerada uma alternativa extra para diminuir a dependéncia aos combustiveis
fosseis, sendo que a utilizagdo desta biomassa pode vir a diminuir a demanda de cana-
de-acucar, reduzindo a “competicdo” por terras utilizadas para o cultivo de produtos
destinados a alimentacdo humana e animal (DA ROSA & GARCIA, 2009; AMORIM et
al., 2011).



2.2 FERMENTACAO ALCOOLICA INDUSTRIAL

A fermentacdo ocorre pela acdo da levedura na transformagdo do acucar
presente na cana ou melagco em alcool. O principal género de levedura utilizado neste
processo €& Saccharomyces, pois apresenta osmotolerancia, capacidade de
manutencdo de sua atividade metabdlica em ambientes acidos e de transformar
rapidamente agucar em &lcool (ANDRIETTA et al., 2007). Durante a fermentagéao
alcodlica as leveduras produzem majoritariamente o etanol (~93%), e outros compostos
menores como glicerol, succinato e malato (~7%). A fermentacdo ocorre em tanques
com capacidade média de 300 mil litros e com alta densidade de levedura (10% a 15%
m/v) (GODOY et al., 2008).

Grande parte das usinas brasileiras adotam o método de reciclagem das células
de levedura. Neste método ocorre a centrifugacdo da massa de levedura seguida de
lavagem com acido para eliminacdo da contaminagcdo bacteriana. O reciclo de
leveduras aumenta o rendimento das fermentacdes, ja que as leveduras irdo
permanecer em tanques de fermentacdo por um periodo limitado, sendo entdo
substituidas por células novas que priorizam a utilizacao do aglcar para a produgéo de
etanol ao invés de gerar outros metabdlitos (AMORIM et al., 2011). Além disso, a alta
densidade populacional de levedura desde o inicio do processo faz com que a
conversao de acucar em etanol seja rapida, sendo que o tempo total de fermentacao
nas dornas variade 6 a 11 h (BASSO et al., 2008).

O processo realizado pelas leveduras para obtencdo de alcool é conhecido
como fermentacédo, onde a molécula de glicose € degradada através da glicélise em
piruvato, o qual é degradado no processo fermentativo em CO, e alcool sem o

consumo de oxigénio (processo anaerébio) (Figura 2) (BAI et al., 2008).
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Figura 2.2 — Processo da glicélise e fermentagdo em leveduras. Fonte: BAl et al., 2008

2.2.1 Selecao de cepas de Saccharomyces cerevisiae

No inicio da produgdo de etanol no Brasil a fermentagdo ocorria de forma
natural, ou seja, por acao das leveduras nativas da cana-de-acucar (AMORIM et al.,
2005). Com o passar dos anos as usinas passaram a utilizar fermento de panificacao
para iniciar os ciclos de producgéo, pois este era um processo de baixo custo e as
leveduras eram facilmente adquiridas no mercado. Porém, observou-se que estes
organismos ndo eram capazes de competir com as leveduras selvagens presentes na
2008).

Atualmente, o processo é conduzido por leveduras selvagens que, apds identificacao e

cana e nao toleravam o processo de reciclo de células (BASSO et al.,

avaliacdo de desempenho, se destacaram por apresentarem baixo tempo para
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fermentacdo do meio, resisténcia ao ambiente e processo de reciclagem, e rapida
reproducao (DA SILVA-FILHO et al,. 2005).

No trabalho realizado por BASSO et al (2008) foram analisadas 350 estirpes de
S. cerevisiae para observar sua resisténcia e produtividade na fermentacao de caldo de
cana-de-agucar. Foram utilizadas amostras de diferentes marcas de fermento de
panificacdo e cepas isoladas de 78 usinas sucroalcooleiras de todo o Brasil. Ap6s
isoladas e identificadas por cariotipagem, as cepas passaram por processo de
fermentacdo laboratorial e em seguida foram adicionadas a processos industriais,
dando inicio ao ciclo de fermentacdo em usinas. Neste trabalho observou-se que em
um periodo de 20 a 30 dias as cepas de panificacdo sao rapidamente substituidas por
linhagens selvagens. Ja as cepas previamente isoladas de usinas, como JA-1, CR-1 e
SA-1, permanecem no processo durante um periodo maior, de aproximadamente 180
dias. Acredita-se que as condi¢des do processo encontrado no Brasil sejam relevantes
para selecao de novas espécies com atividade metabdlica adaptada a temperaturas
mais elevadas. A rapidez na conversdo do agucar em etanol gera o aumento da
temperatura nos tanques de fermentacdo e, apesar de tolerar variagbes de
temperatura, sabe-se que o crescimento ideal dessas leveduras ocorre a temperaturas
em torno de 28°C. Porém, é comum que 0 processo ocorra com temperatura um pouco
mais elevada, em torno de 34°C, devido a temperatura média brasileira (ANDRIETTA et
al, 2011). Apés a realizagdo da identificacdo molecular e de testes fermentativos é
possivel destacar seis cepas comercializadas no Brasil que apresentam as melhores
taxas de converséo alcodlica, tolerancia a pH acido e capacidade de multiplicagao: PE-
2; BG-1; VR-1; CR-1; CAT-1 e SA-1 (DA SILVA-FILHO et al., 2005).

A permanéncia de algumas estirpes durante uma determinada safra é
dependente da época da colheita (periodos com mais chuvas ou secas) e da adicao de
melaco para fermentacao, sendo que algumas espécies prevalecem em concentragées
maiores de aguicares. E importante ressaltar que algumas espécies selvagens podem
acarretar alterac6es ndao desejaveis, como a formacao de espuma, maior tempo para
fermentacdo do substrato e floculacdo. Portanto, o acompanhamento constante do
processo e utilizacdo de cepas especificas pode trazer melhor desempenho para as
usinas (BASSO et al., 2008).
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2.2.2 Uso de levedura na alimentacao animal

Na producéo de etanol, além da geracao de grande quantidade de bagaco de
cana, também sao formados outros subprodutos, como a massa de levedura. Esta
pode ser utilizada como suplementacdo na alimentacdo de animais por ser uma
excelente fonte proteica de alta digestibilidade e por apresentar baixo custo para
comercializacao (ZANUTTO et al., 2008). A parede celular das leveduras apresenta
mananoligossacarideo que atuam como beneficiarios no sistema imunolégico dos
animais de producdo, com a capacidade de influenciar positivamente a microbiota do
sistema gastrointestinal desses animais (SPRING et al., 2000; DAVIS et al., 2002)

A levedura destinada a alimentacdo animal recebe o nome de levedura de
recuperacao, a qual é obtida pela centrifugacdo do levedo utilizado na fermentacao,
seguida de um processo de secagem (ex. rolos rotativos, spray-dryer e turbo-dryer)
(ZANUTTO et al., 2008). Conforme descrito por FURTADO et al (2010), as leveduras
podem ser adicionadas em racbes preparadas ou a pastagens/fenos destinados a
equinos. A adicdo de leveduras a alimentagdo de cavalos pode melhorar a
digestibilidade da celulose, aumentar a populacao de bactérias laticas no intestino dos
animais e melhorar a eficiéncia da microbiota do trato digestivo (JOUANY et al,. 2009).
Nos experimentos realizados por Davis et al (2002) foram adicionados doses a partir de
20 ppm de Cu e MOS (mananoligossacarideo) as racées dadas a leitdes, neste
experimento foi possivel observar que os grupos alimentados com Cu e MOS
apresentaram melhoras no desempenho produtivo, consumo de racdo e aumento de
peso em comparacdo aos grupos alimentados apenas por adicdo de Cu ou sem a
adicao de suplementos.

Contudo, desde o inicio dos anos 2000, as autoridades de seguranca alimentar
da Comunidade Europeia estabeleceram normas referentes a proibicdo do uso de
antibiéticos e aditivos como melhoradores de desempenho na alimentagdo de animais
de producdo, com objetivo de garantir protecdo a saude humana, saude animal e ao
meio ambiente (EC, 2003). Sabe-se que para controlar a contaminacdo bacteriana
presente na producdo de etanol, faz-se necessario o uso de antibiéticos e outros
métodos de desinfecgdo. Porém, os residuos destes antibioticos podem ser detectados
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na levedura derivada da industria sucroalcooleira, sendo esta a causa do embargo de
leveduras de destilarias brasileiras exportadas para a Europa (FEED INFO, 2008;
MUTHAIYAN et al., 2011; COMPART et al., 2013). A maioria dos antibiéticos utilizados
para controlar as contaminagdes bacterianas em usinas sucroalcooleiras é de uso
comum na medicina humana e animal devido ao seu baixo custo. Assim, € necessario
o desenvolvimento de novas técnicas e produtos para controle dessas contaminagdes
(MANITCHOTPISIT et al., 2013).

2.3 CONTAMINACOES DO PROCESSO FERMENTATIVO NA PRODUGCAO DE
ETANOL

Atualmente a contaminacao bacteriana é considerada um desafio para os
produtores de etanol, pois em concentragbes acima de 10’ UFC/mL afetam
significativamente a taxa de conversao de agucar em etanol das leveduras, resultando
em prejuizos econdmicos para o setor (MUTHAIYAN et al. 2010). A contaminacéo
encontrada na producdo de etanol derivado de cana-de-agucar pode ser oriunda de
diversas fases do processo, sendo a logistica de producdo uma das maiores
contribuidoras para o aumento da contaminagao (LUCENA et al., 2010). O tempo entre
colheita, transporte e moagem da cana é determinante para a proliferacao ou nao de
micro-organismos na matéria prima (NARENDRANATH et al., 1997). E importante
lembrar que todo o processo de producdo de etanol ndo ocorre sob as mesmas
condigdes de higiene encontradas na industria de alimentos (LEITE et al., 2013).

Os problemas causados por altos niveis destas contaminacbes bacterianas sao
a formacao de acido acético e lactico, a formacao de goma, a floculacao do fermento, o
entupimento e formacao de biofilmes nas tubulacbes (LUCENA et al., 2010). Além
disso, a presenca de BAL diminui em até 30% o rendimento da produgédo de etanol
(BISCHOFF et al., 2007; COMPART et al., 2013). Conforme Ebert (2007), niveis
elevados de contaminacao em uma planta de producao de etanol sdo sinbnimos de
possiveis paradas de producao para limpeza total das dornas e tubulacdes, gerando
perdas financeiras por atrasos na produgdo. Contaminacdes elevadas também
favorecem a formacdo de biofilmes bacterianos na dorna e nas tubulagbes, que
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funcionam como reservatorios de células para contaminagdes crénicas do mosto de
fermentacdo (SKINNER & LEATHERS, 2004; MUTHAIYAN et al., 2010).

2.3.1 Principais contaminantes da producao de etanol

As bactérias presentes como contaminantes na producao de etanol sdo na sua
maioria Gram positivas pertencentes principalmente a familia Lactobacillacea, que
possui espécies homofermentativas e heterofermentativas (MUTHAIYAN et al., 2011;
SILVA et al., 2013). E frequente a presenca de BAL pois, apresentam baixo tempo de
geracao, adaptacao a ambientes acidos com a presenca de etanol e sdo capazes de
formar biofilmes, havendo uma reciclagem constante dessas células na dorna de
fermentacdao (NARENDRANATH et al., 1997; MANITCHOTPISIT et al., 2013).

Segundo CHANG et al (1997), espécies de Lactobacillus heterofermentativos
como Lactobacillus fermentum e Lactobacillus salivarius, e heterofermentativos
facultativos como Lactobacillus casei, sdo 0s principais contaminantes de processos
fermentativos. Porém, espécies contaminantes de outros géneros também sao
encontradas, como Bifidobacterium, Clostridium, Leuconostoc, Pediococcus,
Propionibacterium e Weisella (SKINNER & LEATHERS, 2004). A maioria destes
contaminantes sao produtores de acido lactico ou acético, sendo que a presenca
destes acidos afeta o metabolismo das leveduras diminuindo a taxa de converséo de
acucar em etanol. Além disso, quando os dois &cidos estdao presentes
concomitantemente eles afetam sinergicamente a levedura, sendo necessaria uma
concentracdo menor destes compostos para causar efeitos negativos sobre o seu
metabolismo (GRAVES et al., 2007). BASSO et al (2014) realizaram a fermentagéo de
mosto a base de melaco e caldo de cana inoculados com diferentes espécies
Lactobacillus. Foi possivel observar neste experimento que a cepa de L. fermentum
(espécie heterofermentativa) produziu ao menos trés metabdlitos, sendo eles manitol,
acido latico e acido acético, e a presenca deste contaminante diminui 0,45 g.L™' da
produgdo de etanol, equivalente a 5,51% a menos se comparado a amostras sem
contaminantes. Assim como outros Lactobacillus, a presenca de L. fermentum diminui a

viabilidade celular das leveduras e conforme estudos em escala laboratorial, este
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micro-organismo apresenta resisténcia ao tratamento com monensina sédica (3 mg/L)
ou a reciclagem de células de levedura com &cido sulfarico (DE PAULA NOBRE et al.,
2007). Leuconostoc também é um género bacteriano muito identificado nas usinas
brasileiras. Trata-se de micro-organismo Gram positivo, anaerdbio facultativo, com
capacidade de formacao de biofilmes corrosivos e de goma a partir da conversao da
sacarose em polimeros de dextrano. Esta goma pode causar o entupimento de filtros e
tubulagdes (MESSETTI et al., 2010; LEATHERS et al., 2011).

Leveduras selvagens também sdo frequentes contaminantes dos processos
fermentativos.  Géneros como  Brettanomyces,  Candida, @ Debaryomyces,
Hanseniaspora, Hansenula, Kloeckera, Pichia, Rhodotorula, Torulopsis e
Saccharomyces selvagens normalmente estdo presentes na matéria prima utilizada
para fermentacdo eestdo associadas a diminuicdo da produtividade na producdo de
etanol (BASILIO et al., 2008; BECKNER et al., 2011). O género Brettanomyces também
€ conhecido por ser produtor de acido acético e por isso & comparado aos
contaminantes bacterianos. Estas leveduras sdo capazes de produzir &cidos em baixos
niveis de oxigénio e sdo mais identificadas como contaminantes em usinas que adotam
processos continuos (ABBOTT & INGLEDEW, 2005; DE SOUZA LIBERAL et al.,
2007).

2.4 MEDIDAS DE CONTROLE DOS CONTAMINANTES

Atualmente, as medidas de controle contra contaminacdes bacterianas nas
industrias sucroalcooleiras compreendem tratamentos com antibiéticos nas dornas de
fermentacdo e desinfecgdes acidas sobre as leveduras, onde ha a centrifugacdo das
leveduras e lavagens acidas com adicao de H.SO4. Apds este tratamento, as leveduras
passam por um periodo de “descanso” e sdo devolvidas aos tanques de fermentacao
(DA SILVA-FILHO et al., 2005; LUCENA et al.,, 2010). Os principais antibiéticos
utiizados no Brasil sdo virginiamicina, penicilina, eritromicina, estreptomicina,
monensina e combinacdes entre estes compostos (NARENDRANATH et al., 2000;
MURPHREE et al., 2014).
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Sabendo que a erradicacao total dos contaminantes é algo extremamente dificil,
a intencao dos produtores € manter a contaminagao em niveis baixos, sendo aplicados
procedimentos operacionais para desinfec¢des sistémicas do processo € manutencdes
preventivas nas plantas das usinas (EBERT, 2007). Os antibi6ticos utilizados na dorna
de fermentagao, também sao utilizados com intuito de reduzir a formagao de biofilmes
das tubulagées em algumas usinas. Porém, biofilmes bacterianos apresentam grande
resisténcia a acao de desinfec¢des quimicas, sendo necessarias doses no minimo 100
vezes superiores aquelas necessarias para o controle de células planctdnicas (RICH et
al., 2011). Além disso, o uso abusivo de antibiéticos pode ocasionar o aparecimento de
cepas geneticamente resistentes, sendo comum o isolamento de bactérias resistentes
a penicilina e virginiamicina em usinas sucroalcooleiras (LUSHIA et al., 2005).

Como medida de prevencao para estas contaminagdes, além dos procedimentos
de rotina, deve-se projetar bem a construgcdo de uma usina ou alterar as instalacoes
nas plantas ja construidas, pois, é importante evitar tubulacées ou tanques com a
presenca de soldas ou dobras, onde haja locais propicios ao acumulo de liquido (ponto
morto). Espera-se que haja um bom fluxo de liquidos durante todo o processo evitando
a formacao de areas de baixo fluxo que favorecam a proliferacao bacteriana (EBERT,
2007). Além disso, o controle sobre estas contaminacées pode ser obtido com o
desenvolvimento de novas tecnologias e aplicacdo de diferentes compostos
antimicrobianos (PENG et al., 2012).

A busca por alternativas para controle dos contaminantes foi intensificada nos
ultimos anos, sendo que alguns critérios sdo importantes na aplicagdo de novos
produtos, entre eles: o produto ndo pode apresentar toxicidade as leveduras; deve ser
de facil manipulacdo e administragédo; deve atingir a maioria ou todos os contaminantes
sem propiciar o desenvolvimento de resisténcia; deve ser de baixo custo e nao oferecer
toxicidade a humanos, animais e ao meio-ambiente em geral (MUTHAIYAN et al.,
2011).
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2.4.1 Tratamentos quimicos

A maioria das usinas adotam o método de reciclagem de células de leveduras.
Para isso deve-se eliminar a contaminacao bacteriana que esta associada ao fermento
realizando procedimentos de limpezas acidas depois da centrifugacdo da massa de
levedura, onde o pH do fermento é alterado de aproximadamente 4,5 para 2,0 com
adicdo de acido sulfarico. A massa de levedura é mantida neste pH, em um periodo
chamado de descanso, por 2 horas. Este procedimento ja é utilizado em industrias
cervejeiras ha muito tempo, porém com a acidificacdo feita com acido fosférico
(CUNNINGHAM & STEWART, 1998; MARQUES & SERRA, 2004).

Produtos quimicos com acao oxidante também tem sido utilizados para reduzir a
populacdo bacteriana durante a reciclagem da levedura. Em um estudo de escala
laboratorial para desinfeccdo da massa de levedura com aplicagdo de perdxido de
hidrogénio associada ao procedimento de reciclagem de células, resultou na reducao
de 0,533 log UFC/mL da populacao de L. fermentum com 40 mM de H.O.. Doses
maiores foram mais efetivas na redugdo da contaminacao bacteriana, atingindo uma
reducdo de 2,159 log UFC/mL com 200 mM. Porém, esta dose apresentou leve
diminuicao da populagéao das leveduras em 0,221 log UFC/mL (CHANG et al, 1997). O
uso de diéxido de cloro também é muito comum no processo fermentativo das usinas
brasileiras. Doses a partir de 10 ppm séao eficazes no controle de algumas espécies de
Lactobacillus, porém, doses a partir de 50 ppm podem ser téxicas as leveduras
(MENEGHIN et al., 2008).

Além da adicao de compostos quimicos na desinfeccao da massa de levedura,
aconselha-se seu uso em outros equipamentos como os trocadores de calor. Os
trocadores de calor apresentam superficies ideais para adesdao de micro-organismos,
que aliado a temperatura mantida nestes equipamentos e a presenca de nutrientes no
caldo que sera resfriado, oferece um ambiente ideal para proliferacdo bacteriana.
Portanto, € importante realizar a desinfec¢do constante dos trocadores de calor, a qual
€ realizada periodicamente através da limpeza acida com acido sulfurico ou alcalina
com soda caustica (EBERT, 2007).
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2.4.2 Compostos de origem vegetal ou animal

A grande preocupacdo com problemas de saude publica associados a
resisténcia de micro-organismos devido ao uso abusivo de antibidticos, torna a
utilizacdo de compostos naturais uma excelente medida para o controle microbiol6gico
(RUCKLE & SENN, 2006). Um importante ponto para escolha de novas alternativas
para controle dos contaminantes no processo de fermentagcdo alcodlica é a
preservacao das células de leveduras (LEITE et al., 2013).

O extrato da Humulus lupulus (lupulo), originaria da China, contém compostos
polifendlicos que apresentam acgado bactericida, propriedades sedativas, diuréticas,
antitumorais e efeitos farmacoldgicos no sistema nervoso central no tratamento de
pacientes com disturbios do sono (ZANOLI & ZAVATTI, 2008; ROZALSKI et al., 2013).
Extratos sdo compostos principalmente por terpenos, chalconas, flavonoides
glicosilados e substancias amargas como floroglucinol (5% a 20% do estrébilo da
planta) (ZANOLI & ZAVATTI, 2008). Suas propriedades bactericidas vém sendo
pesquisadas desde o século XIX, as quais sdo relacionadas aos acidos responsaveis
pelo amargor do extrato das flores femininas da planta (MUTHAIYAN et al., 2011;
VRIESEKOORP et al., 2012). O extrato de lupulo é um dos ingredientes na produgéo de
cerveja (17 ppm a 55 ppm), o qual confere propriedades de aroma e sabor ao produto
final, além de evitar contaminagdes bacterianas (SUZUKI et al., 2006; ROZALSKI et al.,
2013). As propriedades antibacterianas do lupulo estdo atribuidas as humulonas (a-
acidos) e lupulonas (B-acidos) (Figura 3), que possuem atividade inibitéria contra
bactérias Gram positivas (NATARAJAN et al., 2008; LEITE et al., 2013), como
Lactobacillus, Streptococcus, Staphylococcus, Micrococcus e Bacillus (SRINIVASAN et
al., 2004). A acao do extrato de lupulo esté inteiramente associada com a reatividade
de seus componentes, que geram um elevado estresse oxidativo nas células
bacterianas ocasionando interferéncias no transporte de metabdlitos na membrana
celular das bactérias e modificacdo do pH intracelular, levando as células a morte
(ZANOLI & ZAVATTI, 2008; DA SILVA & DE FARIA, 2008).
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Figura 2.3 —Estruturas quimicas dos principais a- e B-acidos presentes no extrato de lupulo.
Fonte: ZANOLI & ZAVATTI, 2008.

Existem versdes comerciais do extrato de lUpulo compostas majoritariamente por
B-acidos ou a-acidos destinados ao setor sucroalcooleiro. Estudos realizados por
Rickle & Senn (2006), demonstraram que as populagdes de BAL, assim como, a
producdo de acido lactico e acético, foram inibidas com doses entre 30 e 80 mg/L de
Lactostab® e Isostab® (ricos em a-acidos) em processos que utilizaram beterraba e
trigo como matéria prima para fermentagao. Foram realizadas fermentagdes em escala
laboratorial utilizando caldo de cana contaminado e aplicacao de 10 ppm de extrato de
lipulo (BETABIO 45%, rico em B-acidos), houve reducdo de 3,087 log UFC/mL da

19



contaminagcao bacteriana apdés 8 h de fermentacao, sem efeitos toxicos as leveduras
(LEITE et al., 2013).

Contaminantes bacterianos também geram problemas que vao além da inibicao
do metabolismo das leveduras, como a formacdo de goma e biofilmes corrosivos.
Assim, foi verificada a acdo do 6leo de ricino, derivado de mamona, no controle
populacional de Leuconostoc mesenteroides e, consequentemente, sobre a formagéao
de goma por este micro-organismo (MESSETTI, 2010). Concentra¢des acima de 1% de
6leo de ricino diminuiram a formacao de goma em 17,53% com 24 h de contato, e com
a adicao de 0,2% do produto foi possivel observar uma diminuicdo de 56,56% da
concentracao de L. mesenteroides apds 26 h de contato com o produto (MESSETTI,
2010).

Outro composto com atividade bactericida contra bactérias Gram positivas e
Gram negativas é a lisozima, que é uma enzima capaz de clivar as ligacbes
glicosidicas entre o acido N-acetiimuradmico e N-acetilglucosamina presentes na
camada de peptidioglicano de bactérias (MCKENZIE & WHITE, 1991; CHUNG &
HANCOCK, 2000). Em processos fermentativos, em especial na industria da
vinicultura, a lisozima pode ser utilizada com intuito de diminuir a carga microbiana de
alguns géneros contaminantes de vinhos, como Lactobacillus, Leuconostoc e
Oenococcus, reduzindo o uso de didéxido de enxofre que, com o consumo crénico, pode
causar danos a saude humana (BARTOWSKY, 2009). Com a aplicacao de 500 mg/L
de lisozima sobre mosto de vinho contaminado, foi possivel observar que algumas
bactérias apresentaram sensibilidade a acdo desta enzima, como Oenococcus oeni e
L. brevis, porém, outras bactérias apresentaram resisténcia a lisozima, como L.
plantarum, que ap6s 16 h em contato com produto apresentou aumento da populacédo
bacteriana (AZZOLINI at al., 2014). No estudo de Limayem et al. (2011) a lisozima
utilizada isoladamente ndo apresentou concentragéo inibitéria minima (>100 mg/mL)
contra algumas estirpes de Lactobacillus contaminantes da producédo de etanol, como,
L. plantarum ATCC 8014; L. plantarum WCFS1; L. casei ATCC 11578 e L. sakei 23K. A
Unica excecao foi L. delbrueckii subsp. lactis ATCC 4797, que foi inibido com valores de
100 mg/mL (LIMAYEM et al., 2011).
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O uso de é&cidos fendlicos é eficiente no controle de diferentes bactérias
contaminantes das industrias de alimentos, incluindo espécies de Lactobacillus
(BALASUNDRAM et al., 2006; CUEVA et al., 2010; SANCHEZ - MALDONADO et al.,
2011). Em avaliagdes da atividade antimicrobiana de 13 diferentes acidos fendlicos
contra diferentes espécies de Lactobacillus, foi possivel observar que o acido 4-
hidroxibenzéico foi o composto mais ativo, sendo que doses = 62,5 mg/L foram
inibitérias para L. paraplantarum, L. fermentum e L. brevis (CUEVA et al., 2010). Estes
acidos sao abundantes na natureza e possuem um baixo custo comercial. Contudo,
nao foi encontrado na literatura, até o presente momento, nenhum estudo que

demonstre sua utilizagdo em processos de producao de etanol.
2.4.3 Compostos naturais de origem microbiana

Bacteriocinas sdao grupos heterogéneos de peptideos sintetizados por diversas
bactérias, que atuam contra o crescimento de outros micro-organismos (DOBSON et
al., 2012). Acredita-se que todas as bactérias apresentam a capacidade de produzir
bacteriocinas, podendo uma espécie produzir mais de um tipo de bacteriocina
(KLAENHAMMER, 1993; WIRAWAN et al., 2006).

A nisina € uma bacteriocina sintetizada por Lactoccocus lactis subs. lactis que
pertence ao grupo dos lantibidticos (INGRAM et al., 1969; SCHNEIDER et al., 2011;
SCHILLINGER, 2014). No Brasil, a nisina & aprovada para comercializagao e utilizacao
como conservante na industria de alimentos desde a década de 90 (JOZALA, 2013),
mas, em outros paises, ela ja € autorizada para uso na producao de alimentos desde
1969, apds aprovacdo da Food and Agriculture Organization (FAO) e Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) (PUNYAUPPA-PATH et al., 2015). A primeira versao
comercial da nisina foi desenvolvida por Aplin & Barrett em 1957, conhecida como
Nisaplin® (DELVES-BROUGHTON et al., 1996). Existem algumas variantes da nisina
que sao classificadas conforme sua seqiéncia peptidica com algumas diferencas na
posicdo dos aminoacidos, podendo-se citar as nisinas A, Z, M e Q sintetizadas por
Lactococcus lactis, e nisina U e U2 sintetizadas por Streptococcus sp. (WIRAWAN et

al., 2006; PIPER et al., 2011). A diferenga nas variantes de nisina sdo caracterizadas
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por alteracdes nas cadeias peptidicas. Por exemplo, a presenca do amino acido
histidina na posicdo 27 da sequéncia peptidica de nisina A é substituida pela
asparagina na sequéncia peptidica da nisina Z (WIRAWAN et al., 2006).

A atividade antimicrobionana da nisina abrange grande parte das espécies de
bactérias Gram positivas. Contudo, este composto apresenta baixa atividade contra
bactérias Gram negativas, leveduras e bolores (RAYMAN et al., 1981; PENNA et al.,
2006; BORDIGNON-JUNIOR et al., 2012). O mecanismo de acdao da nisina esta
associado as interagdes desta com a membrana celular dos micro-organismos alvo, a
qual ocorre em duas etapas. Primeiro a bacteriocina realiza interacdes hidrofébicas ou
eletrostaticas com componentes aniénicos da parede celular. Entdo, a nisina interage
com o Lipideo Il, molécula essencial para biossintese do peptideoglicano, impedindo
assim a formacao de novo da parede celular. Isso leva a formacéao de poros, gerando a
despolarizacdo da membrana e extravasamento de moléculas essenciais como K,
amino &cidos e ATP (ABEE et al., 2003; COTTER et al., 2005; PUNYAUPPA-PATH et
al., 2015).

A nisina quando testada contra bactérias contaminantes da industria de
bioetanol foi eficaz contra a maioria das cepas de Lactobacillus com concentracao
inibitéria minima (CIM) < 50 mg/L (LIMAYEM et al., 2011). Com objetivo de verificar a
acao da nisina na preservacao de vinhos, Neris et al (2013) testaram a ag¢éao do produto
comercial Nisaplin® contra cepas de Lactobacillus e Bacillus através do teste de
sensibilidade por disco difusdo. Observou-se que espécies como Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus casei, Pediococcus
pentosaceus e Pediococcus acidilactici, apresentaram maior sensibilidade a nisina em
concentragdes de 100 Ul/mL. Também foi verificada a agdo do produto em vinhos
previamente contaminados com um pool destas bactérias. A mesma dose de 100
Ul/mL foi capaz de reduzir aproximadamente 2,4 log UFC/mL do pool de bactérias em
relagéo ao controle.

O uso de antimicrobianos de origem natural é atraido por fortes tendéncias de
mercado, pois estdo relacionados com a promocdao de saude e bem estar de
consumidores. Contudo, a aplicacdo de compostos naturais na industria de producao
de etanol combustivel limita-se aos derivados de extrato de lupulo associados ou nao a
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outras técnicas de limpeza e desinfeccdo da massa de levedura. Como citado
anteriormente, alguns antimicrobianos de origem natural sdo efetivos no controle da
populacdo de BAL contaminante da producao de etanol. Potencialmente, a aplicacao
destes compostos € viavel para substituir os antibidticos utilizados normalmente,

possibilitando a exportacao de levedo para paises europeus.
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CAPITULO 3

INIBICAO DE BACTERIAS CONTAMINANTES DA PRODUCAO DE ETANOL POR
ANTIMICROBIANOS DE ORIGEM NATURAL

RESUMO

A presenca de contaminantes bacterianos em niveis acima de 10° UFC/mL na
producdo de etanol afeta diretamente o metabolismo das leveduras, reduzindo em até
30% o volume da produgdo. Antibidticos sao utilizados para reduzir essas
contaminagdes, porém, seus residuos podem ser detectados na massa de levedura,
inviabilizando a comercializacdo deste subproduto nos paises europeus. Perante isso,
0 objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de compostos
naturais como extrato de IUpulo (Betabio 45%), acido 4-hidroxibenzoico, nisina A, nisina
Z e lisozima, contra Lactobacillus fermentum (LF) e Leuconostoc mesenteroides (LM)
isolados de usinas sucroalcooleiras brasileiras, e desenvolver uma férmula
antimicrobiana eficaz no controle destes contaminantes em processos fermentativos. A
concentragao inibitéria minima (CIM) de cada antimicrobiano natural foi determinada
para LM e LF, assim como a CIM da combinacdo de extrato de ldpulo e nisina.
Posteriormente, a nisina, o extrato de lUpulo e sua combinagcao foram usados em testes
fermentativos laboratoriais contendo caldo de cana suplementado adicionado de LM,
LF e Saccharomyces cerevisiae (SC). O extrato de lupulo mostrou a menor CIM (5
mg/L), seguido de nisina (30 mg/L) e de acido 4-hidroxibenzdico (70 mM). O acido 4-
hidroxibenzéico apresentou efeitos toxicos a levedura na dose de 38 mM e juntamente
com a lisozima, que nao apresentou inibicdo das bactérias em doses de até 125 mg/L,
foram descartados do estudo. Houve efeito sinérgico na combinagcao de nisina (3,75
mg/L) e extrato de ldpulo (0,625 mg/L) conforme indice de concentracdo inibitdria
fracionada (ICIF). Assim, foi desenvolvida uma formulagdo Unica contendo nisina e
extrato de lUpulo nas propor¢des determinadas na CIM da combinacdo destes. Estes
antimicrobianos apresentaram reducdo da populacdo bacteriana em testes de
fermentativos laboratoriais, onde foram comparados ao uso de monensina sodica e em
testes industriais. O extrato de lUpulo e a nisina nao foram téxicos a levedura, mesmo
com uso de doses extremas (até 1000 x CIM). A eficacia da férmula desenvolvida
também foi avaliada em um parceiro industrial, onde mostrou 0 mesmo efeito que os
produtos comerciais compostos por extrato de ltpulo (LactoStab®) com doses de 40
mg/L e CIO, (diéxido de cloro) com doses de 200 mg/L. Novos estudos devem ser
realizados para verificar a estabilidade da férmula desenvolvida para sua posterior
comercializagao.

Palavras chaves: Lupulo. Nisina. Antimicrobianos naturais. Lactobacillus fermentum.

Leuconostoc mesenteroides.
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Abstract

On ethanol production, the presence of bacterial contaminations at levels >10” CFU/mL
interfere significantlly with the yeast metabolism, reducing the alcoholic fermentation by
30%. Antibiotics are used to reduce this contamination, but residues of these antibiotics
can be detected in dry yeast, forbidden the marketing of this by-product in several
countries. In this set, the objective of this study was to evaluate the antimicrobial activity
of natural compounds such as hops extract (Betabio 45%), 4-hydroxybenzoic acid, nisin
A, nisin Z and lysozyme against Lactobacillus fermentum (LF) and Leuconostoc
mesenteroides (LM), and develop antimicrobial formula comprised of the better
biocides. The Minimum inhibitory concentration (MIC) of each natural antimicrobial was
determined for LM and LF. Subsequently, nisin and hop extract, and their combination
were used in bioreactors containing supplemented sugar cane broth, Saccharomyces
cerevisiae (SC), LF and LM, simulating the fermentation broth of ethanol producing
plants. The biocides 4-hydroxybenzoic acid, at dose of 38 mM had toxic effects to
Saccharomyces cerevisiae, jointly lysozyme which showed no inhibition of bacteria in
doses of up to 125 mg/L, were excluded from the study. Synergistic effects was
observed with the combination of nisin (3.75 mg / L) and hops extract (0.625 mg /L) as
fractional inhibitory concentration index (FICigex). So it was developed unique
formulation containing nisin and hop extract in certain proportions in the MIC
combination of these. These biocides had reduced bacterial population in inhibition tests
of fermentation tests, in laboratory and industrial scale. Nisin, was more effective in
reducing the bacterial population in laboratory tests being the compound that showed
similarity to monensin. The formulation developed was tested on industrial scale and
showed inhibitory results to contaminants. None of the compounds evaluated in
fermentation tests showed interference in the viability and population of yeast, had no
toxic effects to the yeast, even with the use of extreme doses (up 1000 X > MIC). No
differences were observed in the use of nisin A or nisin Z.

Palavras chaves: Natural antimicrobials. Ethanol production. Nisin. Hop extracts
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3.1 INTRODUGAO

O etanol é o biocombustivel mais utilizado como substituinte aos combustiveis
petro-derivados (ALI et al., 2013; CHUM et al., 2013). No Brasil, a producéo de etanol
foi estimulada com a criagdo do Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL) em 1975,
que objetivou o aprimoramento e desenvolvimento tecnolégico do setor sucroalcooleiro
(ROSILLO-CALLE & CORTEZ, 1998; ABREU et al., 2014). Estima-se que sejam
produzidos 28,66 bilhdes de litros de etanol durante a safra brasileira de cana-de-
acucar 2014-2015, sendo os estados da regido centro-sul responsaveis pela maior
parte da producao nacional (CONAB, 2014).

O etanol pode ser obtido a partir da fermentagdo de diferentes fontes de
acucares simples e polissacarideos (BALAT & BALAT, 2009; HANSEN & KYRITSIS,
2009; MUSSATTO et al.,, 2010). O micro-organismo mais utilizado para conduzir o
processo fermentativo € a levedura, principalmente cepas da espécie Saccharomyces
cerevisiae (GHORBANI et al., 2011; LIMAYEM et al., 2011). Contudo, diversos fatores
afetam a viabilidade das leveduras durante o processo de fermentacdo, sendo a
contaminagao bacteriana o fator mais preocupante para as industrias sucroalcooleiras
(NARENDRANATH et al.,, 1997; LUCENA et al., 2010; LEITE et al.,, 2013).
Contaminacdes bacterianas em concentragdes acima de 107 UFC/mL afetam
significativamente a capacidade de fermentacdo etandlica das leveduras, podendo
diminuir em até 30% o rendimento da producao (BISCHOFF et al., 2007; COMPART et
al., 2013). Os contaminantes mais detectados sao bactérias Gram positivas
pertencentes a familia Lactobacillacea (BISCHOFF et al., 2007; TIUKOVA et al., 2014).
Espécies do género Leuconostoc sao conhecidas por serem formadores de goma a
partir da conversao da sacarose em polimeros de dextrano, os quais podem levar ao
entupimento de filtros e tubulagbes (LEATHERS et al., 2011). Enquanto algumas
estirpes de Lactobacillus fermentum estao associadas a problemas como a floculacao
do fermento, onde células das bactérias se aderem as leveduras causando a
sedimentacao do fermento e queda do rendimento da taxa de conversao de agucar em
etanol (LUDWIG et al., 2001; CUNHA et al., 2006).

O controle das contaminagbes é extremamente importante, j& que além de

interferéncias na produtividade da levedura, a contaminacédo bacteriana pode levar a
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corrosao das dornas de fermentacao e outros equipamentos (MURPHREE et al., 2014).
Diversos métodos sdo utilizados como medida de controle destas contaminacoes,
sendo que 0s mais comuns sdo a aplicagao de antibiéticos nas dornas de fermentacao
e as desinfeccdes acidas sobre a massa de levedura (LUCENA et al., 2010; DA SILVA-
FILHO et al., 2005). Antibiéticos como virginiamicina, penicilina, eritromicina,
estreptomicina, monensina e as combinag¢des destes s&o utilizados no controle das
contaminagdes bacterianas (NARENDRANATH et al., 2000; MURPHREE et al., 2014).
Parte da massa de levedura gerada na producao de etanol pode ser reutilizada como
suplementagdo na alimentagdo de animais, por ser uma excelente fonte de
aminoacidos, proteinas e vitaminas (LANDELL et al., 1993; ZANUTTO et al., 2008).
Porém, a Food and Drug Administration (FDA) e a European Commision (EC),
demonstram preocupacao em relacdo ao uso intensivo de antibiéticos nos processos
industriais de fermentacado etandlica, ja que alguns estudos demonstraram que
residuos destas substancias podem permanecer no subproduto que é adicionado as
ragcdes animais (EC, 2003; COMPART et al., 2013). A presenca de antibiticos na
racédo € proibido na Comunidade Europeia, e consequentemente, é vetada a utilizagao
destes produtos em usinas sucroalcooleiras que comercializam levedura para este fim
(KAKLAMANOS et al., 2013). Extratos de levedura brasileira ja sofreram embargos ao
serem exportados para a Europa devido a presenca de monensina sédica (FEED
INFO, 2008).

Antibacterianos de origem natural podem ser utilizados como substituintes aos
antibiéticos atualmente utilizados nas usinas sucroalcooleiras, fazendo com que nao
ocorra nenhum tipo de problema com a comercializacdo da massa de levedura
derivada do processo fermentativo. Diversos estudos relacionados ao uso de
compostos naturais nas industrias sucroalcooleiras com a finalidade de reduzir a
contaminagao bacteriana nas dornas de fermentacdo foram desenvolvidos (LIMAYEM
et al., 2011; COMPART et al.,, 2013; LEITE et al.,, 2013). Um dos poucos produtos
naturais comercialmente disponiveis para controlar as contaminac¢des bacterianas na
fermentacao etandlica é o extrato de lupulo, sendo que o seu uso em doses a partir de
3 mg/L causam reducéao significativa da carga bacteriana in vitro (LEITE et al., 2013). A

atividade antibacteriana do lapulo é atribuida aos compostos amargos presentes nas
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flores femininas da planta conhecidas como humulonas (a-acidos) e lupulonas (B-
acidos), que possuem atividade inibitéria contra diversas bactérias Gram positivas
(NATARAJAN et al., 2008; LEITE et al., 2013).

Produtos que apresentam acao contra Lactobacillus também ja foram testados
em processos de fermentagao industrial, ja que estes sao os principais contaminantes
da producédo de etanol (LIMAYEM et al.,, 2011; NERIS et al., 2013). Entre estes
compostos, pode-se destacar a agao da nisina que é uma bacteriocina sintetizada por
algumas cepas de Lactococcus lactis subs. lactis, utilizada como conservante para
alimentos desde a década de 60 (DELVES-BROUGHTON et al., 1996). A atividade
antimicrobiana da nisina abrange grande parte das espécies Gram positivas, sem
apresentar efeitos téxicos as leveduras (RAYMAN et al., 1981; PENNA et al., 2006:
BORDIGNON-JUNIOR et al., 2012). O uso de acidos fendlicos € eficiente no controle
de diferentes bactérias contaminantes das industrias de alimentos, incluindo espécies
de Lactobacillus (BALASUNDRAM et al., 2006; CUEVA et al, 2010;
SANCHEZ - MALDONADO et al., 2011). Em avaliagdes da atividade antimicrobiana de

13 diferentes acidos fendlicos contra diferentes espécies de Lactobacillus, foi possivel
observar que o acido 4-hidroxibenzédico foi 0 composto mais ativo, sendo que doses =
62,5 mg/L foram inibitérias para L. paraplantarum, L. fermentum e L. brevis (CUEVA et
al., 2010). Estes acidos sdo abundantes na natureza e possuem um baixo custo
comercial. Contudo, nao foi encontrado na literatura, até o presente momento, nenhum
estudo que demonstre sua utilizacdo em processos de producdo de etanol. Qutro
composto com atividade bactericida contra bactérias Gram positivas e Gram negativas
€ a lisozima, que é uma enzima capaz de clivar as ligagdes glicosidicas entre o0 acido
N-acetilmuramico e N-acetilglucosamina presentes na camada de peptidioglicano de
bactérias (MCKENZIE & WHITE, 1991; CHUNG & HANCOCK, 2000).

A aplicacdo de produtos naturais como substituintesaos antibiéticos no setor
sucroalcooleiro é, até o presente momento, limitado a produtos compostos por extrato
de lupulo. Tendo em vista o potencial na expansao do uso de compostos naturais neste
setor, o objetivo geral da presente dissertacdo foi o desenvolvimento de férmulas
antibacterianas de origem natural capazes de eliminar ou reduzir significativamente a

populacdo contaminante de bactérias Gram-positivas (Lactobacillus fermentum e
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Leuconostoc mesenteroides) isoladas de usinas brasileiras durante o processo

fermentativo na producao de etanol.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Micro-organismos utilizados em testes laboratoriais

Para conducao dos testes laboratoriais, utilizou-se as cepas bacterianas
Leuconostoc mesenteroides (LM) CCT 0848 e Lactobacillus fermentum (LF) CCT 1629
e cepa da levedura Saccharomyces cerevisiae (SC) CCT 0122. Todos o0s micro-
organismos foram isolados de usinas de producao de etanol brasileiras e adquiridas da
colegdo de culturas tropicais da Fundacdo André Tosello (Campinas, SP, Brasil).
Durante a realizacdo de teste de inibicdo em ensaio fermentativo, optou-se pela
utilizacao de cepa de levedura selvagem considerada mais efetiva para processos
fermentativos, Saccharomyces cerevisiae CAT-1 (CAT-1), cedida pela Usina Renuka

Vale do Ivai S/A, Sao Pedro do lvai, Parana.

3.2.2 Meio de cultura para teste de esaio fermentativo

Durante a realizagédo dos testes fermentativos utilizou-se meio de cultura a base
de caldo de cana suplementado (CSN). O caldo de cana foi adquirido de bancas de
venda do comércio da cidade de Sao José dos Pinhais, Parana. Logo apds extracao, o
caldo de cana foi submetido ao processo de clarificacdo objetivando a retirada das
sujidades presentes no liquido. Neste processo foi realizado a adicao de 2 claras de
ovo batidas em neve por litro de caldo e manteve-se o liquido em autoclave até atingir
a temperatura de 121°C. Em seguida realizou-se a filiracdo do caldo com auxilio de
gaze e algodao, para retirada da clara cozida juntamente com as sujidades presentes
no caldo. Entao, realizou-se a padronizagédo dos sélidos soluveis totais ('BRIX), que foi
ajustado para 10° com a adicdo de agua deionizada. Posteriormente adicionou-se ao
liquido 6 g de peptona bacteriolégica e 3 g de extrato de levedura. O pH do meio foi
regulado para 5,0 com adicdo de HCI 8M e em seguida o meio foi esterilizado em
autoclave (15 min/121°C).
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3.2.3 Determinacao da concentracao inibitoria minima (CIM) in vitro

Avaliou-se a eficacia dos seguintes antimicrobianos naturais contra LM, LF e SC:
extrato de lUpulo Betabio 45® (LUP) (Hopsteiner— S.S.Steiner, Inc, New York, EUA);
nisina A e nisina Z (NISA e NISZ) (Sigma-Aldrich Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil);
lisozima (LIS) (Sigma-Aldrich Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil), acido 4-hidroxibenzdico
(ACPHB) (Sigma-Aldrich Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil) e monensina sédica (MON)
(Quimica Real®, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil).

Os antimicrobianos foram submetidos a testes de Concentracdo Inibitdria
Minima (CIM) conforme descrito por Wikler (2006). Os testes foram realizados por
diluicbes em tubos de tampa de rosca (8 mL) contendo caldo de Man, Rogosa e
Sharpe (MRS, Himedia, Mumbai, india) para as bactérias de estudo (LM e LF), ou
caldo Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD, Difco™ BD, EUA) para células de
leveduras (SC). Os micro-organismos foram utilizados em fase exponencial
intermediaria (~10® UFC/mL) equivalente a turbidez 0,5 da escala de McFarland para
bactérias e 1 da escala de McFarland para células de leveduras.

Os antimicrobianos LUP, NISA, LIS e MON foram diluidos diretamente em caldo
MRS. O ACPHB foi diluido em dimetilsulféxido (DMSO — Synth, Sao Paulo, Brasil),
sendo que a dose maxima do mesmo foi de 2% no caldo teste final, o qual ndo possui
efeito antimicrobiano per se. Ap6s inoculagcdo de 1% v/v de in6culo dos micro-
organismos de estudo, as amostras receberam diferentes doses dos antimicrobianos e
foram incubados por 24 h a 35°C em estufa bacterioldgica. Apds incubacgido foi
verificada a turbidez dos tubos, considerando como CIM a menor dose suficiente para

inibir o crescimento visual dos micro-organismos.

3.2.4 Determinacdao da concentracao inibitéria minima da combinacao de
antimicrobianos e indice da concentracao inibitéria fracionada (ICIF)

Os antimicrobianos naturais que apresentaram os melhores valores de CIM e
que nao apresentaram efeitos toxicos a levedura foram testados em combinacéo.
Posteriormente, determinou-se o indice da Concentragao Inibitéria fracionada (ICIF) da
combinacdo com objetivo de verificar o possivel efeito sinérgico entre os

antimicrobianos. A CIM da combinacao foi determinada conforme descrito no item
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3.2.3, porém as doses foram reduzidas fracionalmente. Primeiramente, realizou-se a
combinagao com valores equivalente a CIM de cada antimicrobiano (CIM produto A +
CIM produto B). Na sequéncia os valores equivalentes a CIM de cada antimicrobiano
foram fracionados pela metade (Y2 CIM produto A + %2 CIM produto B) e assim
subsequentemente até valores de 1/16 CIM do produto A + 1/16 CIM do produto B.

O valor de Concentragao Inibitéria Fracionada (CIF) para cada antimicrobiano foi
determinado da seguinte forma: CIFA = concentracdo do produto A na CIM em
combinacdo / CIM do produto A; CIFB = concentracdo do produto B na CIM em
combinacao / CIM do produto B. Para determinar o ICIF realiza-se a soma entre os
valores determinados de CIFs (CIFA+CIFB). Considera-se que ha interacao
insignificante entre os compostos quando o ICIF>0,5 ou <4,0; sinergismo com ICIF<0,5;
e antagonismo quando ICIF=4,0 (PALANIAPPAN & HOLLEY, 2010).

3.2.5 Teste de inibicao em ensaio fermentativo

A montagem do ensaio fermentativo em escala laboratorial foi realizada da
seguinte forma: erlenmeyers contendo caldo CSN estéril foram adicionados de 1 mL de
cultura de LM e 1 mL de cultura de LF, ambos com turbidez equivalente a 5 da escala
de McFarlande 5 mL de cultura de levedura CAT-1 com turbidez equivalente a 10 da
escala de McFarland. Realizou-se o tratamento com doses dos antimicrobianos de
estudo conforme descrito na Tabela 3.1. O volume total trabalhado foi de 100 mL. As
amostras foram encaminhadas a estufa bacteriolégica a 30°C por 24 horas. Apés
periodo de incubacao, as amostras foram submetidas a testes microbiolégicos e fisico-
quimicos conforme descritos nas segdes 3.2.6 e 3.2.7.

Tabela 3.1 — Doses e produtos avaliados com cultura mista em caldo CSN em teste de inibicdo em

ensaio fermentativo.

Produtos Doses

Extrato de Lupulo Betabio 45 ® 1 mg/L até 1.000 mg/L

Nisina A 5 mg/L até300.000 mg/L
Monensina sédica 3 mg/L até 20 mg/L

Combinacao de nisina + extrato de lupulo 3,75 mg/L NIS + 0,625 mg/L LUP
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3.2.6 Analises microbioldgicas

A viabilidade celular das leveduras foi determinada e calculada através de
microscopia optica em camara de Neubauer espelhada, onde foi possivel verificar a %
de células viaveis, % de células ndo viaveis e % brotos viaveis presentes em 160
reticulos da camara. Foi utilizado solucdo de corante azul de metileno em tampao
citrato nas proporgdes de 1:1 (1 mL de solucdo de corante em 1 mL de amostra
contendo leveduras) para distinguir células viaveis, ndo coradas, das ndo viaveis,
coradas em azul. A contagem de bactérias foi realizada por semeadura em superficie
em meio agar MRS adicionado de 5 mL/L de solugdo de actidiona para evitar o
crescimento de leveduras (1mg/mL) e para contagem de leveduras utilizou-se Yeast
Extract Chloramphenicol Agar (YECA,Difco™ BD, EUA) que evita o crecimento de
células de bactérias por conter cloranfenicol, permitindo apenas o crescimento de

células de leveduras.

3.2.7 Analises fisico-quimicas

Durante o teste de inibicdo em ensaio fermentativo, as amostras foram
submetidas a avaliacbes de teor de solidos sollveis totais (‘BRIX) com auxilio de
refratdmetro Versatile clinical refractometer (Kernco instruments Co. Inc; El Paso TX,
EUA) e veriricacdo do pH com a utilizacdo do pHmetro HI99163N (Hanna, Sao Paulo,
SP, Brasil), apds periodo de fermentagao.

3.2.8 Preparacao de formula antimicrobiana

Apos realizagdo de teste de inibicdo em ensaio fermentativo, realizou-se o
preparo de férmula contendo extrato de ldpulo e nisina. Nesta etapa, o objetivo
principal foi desenvolver um produto Unico de facil utilizagdo, contendo os dois
melhores antimicrobianos encontrados neste estudo. A férmula foi desenvolvida
utilizando os produtos nas proporgdes referentes as doses de CIM encontrada para a
combinacao dos antimicrobianos, equivalente a 1g de lupulo para cada 6g de nisina.
Apbs pesados, os produtos foram misturados com auxilio de graal e pistilo, e foram
armazenados em potes plasticos estéreis. A formula desenvolvida foi testada conforme
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item 3.2.3 para validacdo de resultados obtidos anteriormente, bem como, para

avaliacdes em testes fermentativos laboratoriais conforme item 3.2.5.

3.2.9 Avaliacao de antimicrobianos naturais em teste com levedo industrial.

O teste foi realizado na usina Renuka Vale do lvai S/A, situada no municipio de
Sao Pedro do Ivai, Parana. Os antimicrobianos foram testados conforme procedimento
operacional padrao da usina adotado para selecdo de novos antimicrobianos.

Nas avaliagdes industriais foram utilizados quatro diferentes tratamentos sendo
dois de uso comercial, 0 LactoStab® (BetaTec Hop products, Washington EUA) e
diéxido de cloro, e duas doses da formulacdo composta pela combinacao de 85,71%
de nisina e 14,29% de extrato de lupulo. Os tratamentos foram realizados em amostras
de levedo coletadas no tanque de descanco apds centrifugacdo da massa de levedura.

Inicialmente foram avaliados os padrées de % viabilidade, % brotamento,
populacao de leveduras (conforme item 3.2.6), contagem de bastonetes e quantificacao
de etanol. As amostras foram diluidas serialmente em agua peptonada 1% para a
contagem de bastonetes por microscopia. Em tubos previamente esterilizados foram
misturadas aliquotas de 1 mL dos tubos das diluicdes com 1 mL de corante misto (azul
do Nilo e azul de metileno 1:1). Estas amostras foram homogeneizados e transferiu-se
3 puL para uma lamina de microscopia que foi coberta por laminula equivalente. A
lamina foi visualizada em microscépio Optico com objetiva de 100x, onde se
observaram a presenca de bastonetes vivos (ndo corados) e bastonetes mortos
(corados em azul) presentes em um total de 50 campos da area da lamina. Calculou-se
o total de bastonetes por mL considerando o fator de aumento microscépio x 1 x (média
de bastonetes vivos / numero de campos contados) x diluicdo utilizada/volume total da
amostra. O etanol foi quantificado apds destilacdo de 25 mL de cada amostra em
microdestilador de arraste de vapor TE-02 (Tecnal equipamentos para laboratério,
Piracicaba, Sao Paulo, Brasil). O liquido destilado foi transferido para densimetro digital
DS7800 (Kruss optronic, Hamburg, Alemanhd) apresentando resultados de
concentracao de etanol ("GL). Paralelamente a realizacao das analises iniciais, foram
fracionadas 500 mL das amostras em frascos estéries onde aplicaram-se diferentes
doses da combinacdo de nisina e extrato de ltpulo (Betabio 45%), bem como, doses
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dos compostos antimicrobianos rotineiramente utilizados conforme procedimento
padrao da usina Renuka Vale do Ivai, que utiliza 200 mg/L de di6xido de cloro ou 40
mg/L extrato de lGpulo (LactoStab®, Beta Tec® Hop Products, Washington, EUA). As
avaliac6es microbiolégicas foram realizadas nos tempos 0, 2, 8 e 24 h. As avaliagdes
fisico quimicas foram a medicdo dos solidos sollveis totais ("BRIX, conforme item
3.2.7) apbés 8 e 24 h de incubacao e quantificacdo de etanol ap6s 0, 8 e 24 h de
incubacao.

3.2.10 Analises estatistica

Os resultados dos testes fermentativos foram analisados pelo método de analise
de variancia simples (ANOVA one-way) e as diferencas estatisticas (P< 0,05) entre os
tratamentos foram comparadas utilizando teste de Tukey. A anadlise estatistica foi
realizada com o auxilio do software STATGRAPHICS Centurion XVI versdo 16.1.11.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 CIM para Lactobacillus fermentum, Leuconostoc mesenteroides e
Saccharomyces cerevisiae

Nas avaliacbes de concentracdo inibitoria minima (CIM), dois importantes
critérios foram estabelecidos, a nao toxicidade a levedura S. cerevisiae e valores
inibitérios viaveis para utilizagdo do produto para fins comerciais. Dois antimicrobianos
foram reprovados nestes critérios, o ACPHB e a LIS. OACPHB apresentou efeitos
inibitérios para levedura com doses a partir de 38 mM, enquanto que para inibicao das
bactérias em estudo sdo necessarias doses de 70 mM. A LIS nao apresentou inibicao
aos micro-organismos com doses até 125 mg/L. Considerando que a LIS possui
valores comerciais elevados, ndo foram realizados testes com doses maiores para
determinacao da CIM.

A NISA assim como NISZ, apresentaram menores resultados de CIM (30 mg/L).
Tendo em vista que este antimicrobiano é comercializado com formulagao contendo
apenas 2,5% de nisina, pode-se considerar, portanto que a CIM é equivalente a 0,75
mg/L para inibicdo das bactérias.
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O segundo antimicrobiano que apresentou menor CIM foi o LUP (BetaBio 45%)
com 5 mg/L contra LM e LF (Tabela 3.2), ndao sendo observado inibicdo para as
leveduras com doses de até 1000 mg/L. Diversos antimicrobianos a base de &cidos de
lipulo s&o utilizados no controle dos contaminantes da fermentagdo alc6olica e as
doses recomendadas sdo >10 mg/L (SUZUKI et al., 2002; RUCKLE & SENN, 2006)

Tabela 3.2 — Concentracdo inibitéria minima de diferentes antimicrobianos contra Lactobacillus

fermentum CCT 1629, Leuconostoc mesenteroides CCT 0848 e Saccharomyces cerevisiae CCT 0122 in

vitro.
CIM

Antimicrobiano S. cerevisiae L. fermentum L. mesenteroides
Acido 4-hidroxibenzébico 38 mM 70 mM 70 mM
Extrato de lupulo >1000 mg/L 5 mg/L 5 mg/L
Lisozima >125 mg/L >125 mg/L >125 mg/L
Nisina A >300.000 mg/L 30 mg/L 30 mg/L
Nisina Z >300.000 mg/L 30 mg/L 30 mg/L
Monensina sédica >20 mg/L 3 mg/L 3 mg/L

No trabalho realizado por Limayem et al (2011) foram avaliados a CIM da nisina
A e da lisozima frente a 5 diferentes estirpes de Lactobacillus. A determinacao da CIM
foi realizada por microdiluicdo em placas de 96 pocos utilizando caldo MRS para
crescimento das espécies de Lactobacillus. Conforme descricdo dos autores, a lisozima
foi eficaz apenas contra L. delbrueckii subsp. lactis ATCC479 apresentando a CIM de
100.000 mg/L. Por sua vez, a NISA apenas nao foi eficaz contra L.casei ATCC1157
com doses até 400 mg/L. A NISA apresentou CIM de 50mg/L contra L. delbrueckii
subsp. lactis ATCC 479, enquanto que contra L. plantarum WCFS1 e L. sakei 23K o
valor de CIM foi de 12,5 mg/L. Frente a L. plantarum ATCC 8014 foi determinada CIM
de 1,56 mg/L, sendo portanto, este o micro-organismo mais sensivel a acdo da NISA
neste estudo (LIMAYEM et al., 2011). E importante ressaltar que as cepas dos micro-
organismos utilizados nos estudos deste autor foram diferentes das estirpes utilizadas
no presente estudo sendo, portanto, esta a possivel diferenca nos resultados
determinados.
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A nisina nao apresenta efeitos inibitérios as leveduras por ter um mecanismo de
acao que realiza interacdes hidrofébicas ou eletrostaticas com componentes anidnicos
presentes na parede celular das bactérias gram positivas, ocorrendo assim a formacao
de poros por onde ha o extravasamento de moléculas essenciais como K*, amino
acidose ATP (ABEE et al., 2003; COTTER et al., 2005; PUNYAUPPA-PATH et al.,
2015).

Em a relagéo a sensibilidade dos Lactobacillus e leveduras a agao da NISA, em
um estudo realizado por Radler (1990) 83 diferentes cepas de Pediococcus,
Leuconostoc e Lactobacillus foram avaliadas. Observou-se entdo que o micro-
organismo mais sensivel foi o Leuconostoc oenos, que teve seu crescimento inibido
com doses de 5 Ul/mL, enquanto que Lactobacillus plantarum e Lactobacillus casei nado
foram inibidos mesmo com doses de até 500 Ul/mL. O autor também demonstrou que
células de levedura Saccharomyces cerevisiae permaneceram viaveis mesmo com a
utilizagdo de 500 Ul/mL de nisina. Estes resultados corroboram com os dados
observados no presente trabalho, sendo a nisina um antimicrobiano natural viavel para
a utilizacdo em processos de fermentacédo etandlica, onde a S. cerevisiae é o micro-
organismo fermentador.

A realizacao de doseamentos entre 5 a 10 mg/L é recomendada pelo fabricante
do Betabio45® para o controle dos contaminantes da produgdo de etanol. Alguns
estudos utilizaram 10 mg/L de extrato de lupulo como dose de partida para realizacao
de controle de bactérias em processos fermentativos (LEITE, 2011; PRADO,2014). O
valor determinado como CIM para o LUP no presente estudo foi de 5 mg/L, conforme
tabela 3.2, sendo equivalente a dose minima recomendada pelo fabricante do produto
testado (Hopsteiner— S.S.Steiner, Inc, New York, EUA). Atualmente, no mercado
sucroalcooleiro, existe outros produtos comerciais a base de lUpulo ricos em a-acidos,
LactoStab™ e IsoStab™ (Beta Tec® Hop Products, Washington, EUA), estes foram
avaliados frente a L. fermentum LTH 5298 e L. brevis LTH 5290, apresentando valores
de CIM que variaram de 20 mg/L até 48 mg/L, sendo a cepa de L. fermentum mais
suscetivel & acdo de ambos os produtos (RUCKLE & SENN, 2006).
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3.3.1.1 Concentragao inibitéria minima da combinagédo de antimicrobianos

Apos a obtencao de resultados de CIM dos antimicrobianos em estudo, realizou-
se a combinacao dos antimicrobianos que apresentaram melhores resultados de CIM.
Assim o LUP e a NISA foram avaliados e apresentaram CIM combinada com valores
de 0,625 mg/L (equivalente a 1/8 da CIM) e 3,75 mg/L (equivalente a 1/8 da CIM),
respectivamente. Esta dose gerou um ICIF=0,25, que corresponde a um efeito
sinérgico. O mesmo procedimento foi realizado com a utilizacdo de LUP e NISZ, sendo
observado o mesmo efeito obtido com a utilizagdo de NISA.

Nao foi encontrado na literatura resultados que apresentassem os efeitos
bactericidas da combinacao dos produtos LUP e NIS, sendo, portanto este o primeiro
estudo, até o presente momento, que utiliza estes antimicrobianos contra
contaminantes da industria de etanol. No estudo realizado por Turgis et al (2012) foi
verificado o efeito inibitério da combinacao entre nisina e os 6leos essenciais de canela
da China (Cinnamum cassia), citronela (Cymbopogon nardus), mostarda branca
(Brassica hirta), orégano (Origanum vulgare), tomilho (Thymus vulgaris) e satureja das
montanhas (Satureja montagna), contra Listeria monocytogenes; Bacillus cereus;
Escherichia coli O157:H7; Lactobacillus sakei; Peseudomonas putida; Salmonela
Typhimurium e Staphylococcus aureus. Conforme descrito pelo autor, foi possivel
observar que a nisina em combinacdo com 6éleo essencial de orégano apresentou
atividade sinérgica contra L. monocytogenes, enquanto que a combinacado de nisina
com Oleo essencial de tomilho apresentou atividade sinérgica contra Salmonella
Typhimurium (TURGIS et al.,, 2012). Porém, no presente estudo, optou-se por nao
utilizar éleos essenciais, pois geralmente estes sao mais tdéxicos as leveduras do que
as bactérias, inviabilizando a sua utilizacao (D'AURIA et al., 2005; DE OLIVEIRA et al.,
2006; PINTO et al., 2014).

Acredita-se que os antimicrobianos nisina e extrato de lapulo tiveram um efeito
sinérgico porgue possuem mecanismos de agdo complementares contra bactérias.
Ambos os antimicrobianos atuam principalmente contra bactérias Gram positivas.
Enquanto a nisina realiza interacbes com a camada de peptideoglicano das bactérias
ocasionando a formacdo de poros (ABEE et al., 2003; COTTER et al.,, 2005;
PUNYAUPPA-PATH et al., 2015), o extrato de lupulo age ocasionando interferéncias
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no transporte de metabdlitos e acidificacdo do citoplasma das células bacterianas
(ZANOLI & ZAVATTI, 2008; DA SILVA & DE FARIA, 2008).

3.3.2 Teste de inibicao em ensaio fermentativo

Realizou-se teste fermentativo em escala laboratorial com objetivo de verificar os
efeitos sobre os contaminantes LM e LF, e a levedura CAT-1 com aplicagdo de
diferentes doses de extrato de Ilupulo, nisina e a combinagédo destes. Foi utilizado a
monensina sédica (Quimica Real®, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), que é o
antibiético mais utilizado para controle dos contaminantes da industria sucroalcooleira,
como produto controle. Os resultados assim como parametros obtidos nestes ensaios
estdo descritos nas Tabelas 3.3, 3.4, 3.5 e 3.6.

Tabela 3.3 - Resultados da utilizacdo de diferentes doses de nisina A em teste fermentativo em
meio CSN contendo cultura mista de Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus fermentum e
Saccharomyces cerevisiae CAT-1. Sao apresentados os dados sobre a populagdo de bactérias
acido laticas (BAL), populacdo e viabilidadede de Saccharomyces cerevisiae CAT-1, e
contelido de sélidos no meio (°Brix).

Concentracdao de BAL S. cerevisiae ‘BRIX Viabilidade celular

nisina A (mg/L)

(log UFC/mL)

(log UFC/mL)

leveduras (%)

*Controle 9,923 + 0,44" 7,418 £ 0,54" 7,66 +0,91" 99,50 +0,83"

5 9,783 + 0,44" 8,041 + 0,55"° 7,50 + 1,41" 97,00 +0,80°

15 6,924 + 0,95° 7,716 + 0,45"° 7,52 +0,61" 98,75 +0,95"°
30 4,937 + 0,52 8,888 + 0,88° 7,53 +0,56" 98,33 +1,50"°
300 4,101 + 0,96°° 8,183 + 0,24"° 7,45+ 0,55" 99,50 +1,00"®
3.000 3,421 +0,92"¢ 8,351 +0,81"° 7,71+0,60" 9866 +1,21"°
30.000 2,410 + 0,47° 8,072 + 0,98"° 7,65+0,51" 99,00 + 1,09"°
300.000 <0,833 +0,0" 7,853 + 1,10 7,60 +0,46" 9933 +1,03"°

*Controle refere-se a amostras sem adicdo de tratamentos. Tabela com valores de média + desvio
padrdo. Experimento realizado em triplicata com duas repeticbes (n=6). Foi realizado analise de
variancia (ANOVA) seguido de teste de Tukey para comparagao das médias + desvio padrao por coluna.
Letras diferentes representam diferengas estatisticamente significativas (P<0,05) na mesma coluna.

Conforme observado na Tabela 3.3, a utilizagcdo de 5 mg/L de nisina sob cultura

mista em caldo CSN nao apresentou diferencas significativas para diminuicdo da
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populacdo microbiana (pool de bactérias e leveduras), assim como reducéo de sélidos
soluveis totais (‘BRIX) e viabilidade celular das leveduras, comparando com as
amostras controle que nao receberam adicao de antimicrobianos. Porém, doses a partir
de 15 mg/L apresentam reducao da populacao bacteriana em 2,999 log UFC/mL e néo
apresentam reducao da populagéo e viabilidade das leveduras. A dose referente a CIM
da nisina, 30 mg/L, apresentou reducao de 4,986 log UFC/mL em comparag¢ao com as
amostras sem adicao de antimicrobiano. Mesmo com utilizacdo de doses elevadas de
nisina como 300.000 mg/L nao foi observado inibicdo da populagéo e viabilidade celular
das leveduras. Nesta dose, a populacao bacteriana ficou abaixo do limite de detecgéo
deste estudo (0,833 UFC/mL). Nao houve diferenca significativa nos valores de
reducao dos compostos sélidos solUveis totais ("BRIX) entre as amostras, sendo a
média de redugao de 2,425 "BRIX, em relacdo a valor inicial do meio (10°BRIX),
indicando desta forma que o consumo de glicose presente no meio CSN foi semelhante
entre as amostras contendo ou ndo o antimicrobiano.

Em relacdo aos tratamentos de extrato de lUpulo sob culturas mista em caldo
CSN (Tabela 3.4), pode-se observar que houve reducdo significativa da populacao
bacteriana nas amostras com doses acima de 10 mg/L. Porém, valores de 1 mg/L de
extrato de lupulo, reduziram a populagédo bacteriana em 0,199 log UFC/mL. Apesar de
ndo ser um valor estatisticamente significativo, a dose referente a CIM (5 mg/L)
apresentou reducdo de 1,583 log UFC/mL da populacdo bacteriana. Mesmo com a
utilizacao de doses extremas de extrato de lupulo (1000 mg/L) a populacédo de células
de leveduras néo foi reduzida e a viabilidade celular manteve-se acima de 98%,
demonstrando que o produto ndo apresentou efeitos téxicos as leveduras.
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Tabela 3.4 - Resultados da utilizacdo de diferentes doses de extrato de lupulo em teste
fermentativo em meio CSN contendo cultura mista de Leuconostoc mesenteroides,
Lactobacillus fermentum e Saccharomyces cerevisiae CAT-1. Sao apresentados os dados
sobre a populacdo de bactérias acido laticas (BAL), populagdo e viabilidadede de
Saccharomyces cerevisiae CAT-1, e conteddo de sélidos no meio (°Brix).

Concentracgao de BAL S. cerevisiae ‘BRIX Viabilidade celular
extrato de lupulo (log UFC/mL) (log UFC/mL) leveduras (%)
(mg/L)

*Controle 10,494 + 0,33" 8,882 + 0,41" 8,3+0,72" 98,33 +1,36""°

0,5 10,828 +0,11" 9,342 +0,02" 9,2+0,14" 99,00 + 0,0*

1 10,295 + 0,59" 8,797 +0,32" 8,2 +0,66" 98,66 + 1,32%°

5 8,911 +1,22" 9,122 +0,27" 8,0 £0,71% 100,00 + 0,0°

10 6,991 + 1,27° 9,047 +0,47" 7,0 +1,15 99,33 + 1,03

100 3,287 +0,45° 8,690 + 0,62" 7,0 +1,44% 98,00 + 0,0"

1000 1,288 + 1,44° 8,476 +0,38" 7,0 + 1,54" 99,66 + 0,51*°

*Controle refere-se a amostras sem adicdo de tratamentos. Tabela com valores de média + desvio
padrdo. Experimento realizado em ftriplicata com duas repeticbes (n=6). Foi realizada analise de
variancia (ANOVA) seguido de teste de Tukey para comparagcao das médias + desvio padrao por coluna.
Letras diferentes representam diferengas estatisticamente significativas (P<0,05) na mesma coluna.

A Tabela 3.5 apresenta os resultados obtidos em teste fermentativo em meio
CSN com adicdo de doses da CIM da combinagao dos antimicrobianos nisina e extrato
de ldpulo. Os antimicrobianos foram adicionados separadamente com valores
referentes ao pré determinado na CIM da combinagédo entre eles. A dose utilizada
nesta etapa do teste fermentativo foi eficaz na reducdo de 2,486 log UFC/mL da
populacdo bacterianase comparado ao controle. Levando em consideragdo os
resultados obtidos nas avaliagcdes anteriores (Tabelas 3 e 4), onde foram adicionados
apenas doses de nisina ou apenas doses de extrato de lupulo, obtivemos resultados
muito satisfatérios ao uso de doses equivalente a CIM de cada antimicrobiano. E
importante destacar que a combinacao entre nisina e extrato de lUpulo se refere a 1/8
da CIM de cada antimicrobiano. No presente estudo observou-se que a nisina
apresentou reducdo da populacédo bacteriana apenas quando utilizada em doses >15
mg/L (Tabela 3), enquanto que o extrato de lupulo apresentou reducao significativa da
populacdo bacteriana com doses de >10mg/L (Tabela 3.4), a combinacdo destes
antimicrobianos é equivalente a apenas 3,75 mg/L de NISA e 0,625 mg/L de LUP. Em
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relagdo a populagdo e viabilidade das leveduras CAT-1, ndo foram observadas
interacdes negativas com o uso da combinacao de nisina e extrato de lupulo.

Tabela 3.5 - Resultados da utilizacao de doses de CIM da combinagéo de nisina A (3,75 mg/L)
e extrato de lupulo (0,625 mg/L) em teste fermentativo em meio CSN contendo cultura mista de
Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus fermentum e Saccharomyces cerevisiae CAT-1. Sao
apresentados os dados sobre a populagdo de bactérias acido laticas (BAL), populacédo e
viabilidadede Saccharomyces cerevisiae CAT-1, e contetdo de sélidos no meio (°Brix).

Concentracgao de BAL S. cerevisiae  "BRIX Viabilidade pH

extrato de lupulo + (log UFC/mL) (log UFC/mL) celular

hisina A (mg/L) leveduras (%)

*Controle 8,575+0,53" 8,112+1,32" 76+14" 9573+1,86" 3,66+0,17"
3,75 NISA 6,089 +0,64° 7,878+0,88" 82+08" 98,16+1,89" 385+0,29"
+0,625 LUP

*Controle refere-se a amostras sem adicdo de tratamentos. Tabela com valores de média + desvio
padrdo. Experimento realizado em triplicata com duas repeticbes (n=6). Foi realizada analise de
variancia (ANOVA) seguido de teste de Tukey para comparagao das médias + desvio padréo por coluna.

Letras diferentes representam diferengas estatisticamente significativas (P<0,05) na mesma coluna.

O teste de inibicdo em ensaio fermentativo foi realizado também com o
tratamento de monensina sdédica por se tratar de um antimicrobiano utilizado em
grande parte das usinas sucroalcooleiras. Para este produto optou-se em utilizar doses
comercialmente aplicadas para controle de contaminantes no processo fermentativo da

producao de etanol. Os valores encontram-se na Tabela 3.6.
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Tabela 3.6 — Resultados da utilizacdo de diferentes doses de monensina sédica em teste
fermentativo em meio CSN contendo cultura mista de Leuconostoc mesenteroides,
Lactobacillus fermentum e Saccharomyces cerevisiae CAT-1. Sao apresentados os dados
sobre a populacdo bactérias acido laticas (BAL), populagéo e viabilidade de Saccharomyces
cerevisiae CAT-1, e contetido de sélidos no meio (°Brix).

Concentracao de BAL S. cerevisiae ‘BRIX Viabilidade celular
monensina sodica (log UFC/mL) (log UFC/mL) leveduras (%)
grgc?él&l)le 10,390 £ 0,18" 9,005 £ 0,51" 8,5+0,57" 100 £ 0,0"

3 6,393 + 1,31° 8,503 + 0,35" 6,0+£1,73" 977+0,5°

5 5,661 + 0,64° 8,371+0,92"° 63+188" 950+0,0°

10 3,119+ 0,23 7,647 £0,36°° 55+057°  94,0+1,41°

20 <0,833 +0,0° 7,258 +0,17° 55+0,57°  92,0+0,81°

*Controle refere-se a amostras sem adicao de tratamentos. *SC= Sem crescimento visual. Tabela com
valores de média * desvio padrdo. Experimento realizado em triplicata com duas repetigées (n=6). Foi
realizada andlise de variancia (ANOVA) seguido de teste de Tukey para comparacdo das médias +
desvio padrdo por coluna. Letras diferentes representam diferencas estatisticamente significativas
(P<0,05) na mesma coluna.

Conforme a Tabela 3.6, pode-se observar que a utilizagdo de 3 mg/L de
monensina sodica (dose indicada pelo fabricante) reduziu em média 3,997log UFC/mL
da contaminacdo bacteriana em relacdo ao controle.Os resultados obtidos com a
adicdo de nisina foram superiores ao obtido com valores equivalente a CIM de
monensina sédica (3 mg/L) se considerarmos que a nisina utilizada neste estudo esta
em uma formulacdo a 2,5%. Assim, a nisina se apresenta como um produto viavel para
a reducdo de BAL em processos de fermentacdo etandlica. Porém, seu alto valor
comercial pode ser proibitivo para a utilizacdo industrial caso seja aplicado como unico
antimicrobiano.

Nos experimentos realizados por Prado (2014), foi analisado a populacao
bacteriana contaminante em um periodo de duas safras (2008 e 2009), onde o controle
do crescimento destes micro-organismos foi realizado com aplicacdes de antibibticos
convencionais, incluindo a monensina sobdica. Avaliou-se tambéma populacao
bacteriana determinada em outras duas safras (2011 e 2012), onde o controle foi
realizado com antimicrobianos a base de Iupulo. Foram utilizados o BetaBio 45 (rico em
B —acidos) com doses a partir de 10 mg\L, e IsoStab (rico em a-acidos) com doses a
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partir de 30 mg\L, conforme indicagbes dos fabricantes. Neste estudo foram realizados
calculos de taxa de reducgao populacional (TRP), onde foi possivel verificar que nenhum
dos antimicrobianos utilizados foi eficiente na eliminacdo total dos contaminantes
bacterianos. Contudo, os resultados obtidos com a adi¢cdo de antimicrobianos a base
de lupulo foram semelhantes aos obtidos com a adigcdo de monensina sodica (3 mg/L)
(PRADO, 2014).

A comparagéo de diferentes antimicrobianos quanto a eficiéncia no controle de
bactérias presentes em mosto de caldo de cana também foi verificada por Lopes &
Silva (2011), onde foi possivel observar que a penicilina seguida da virginiamicina e
monensina sédica, apresentaram melhores atividades antimicrobianas se comparadas
ao extrato de lupulo. Estes resultados assemelham-se ao determinado no presente
estudo, onde a adicdo de doses de 3 mg/L de monensina sodica apresenta maior
reducdo da populacéo bacteriana se comparado a doses de CIM obtida para o extrato
de lupulo (5 mg/L).

Em relacdo a populacdo e viabilidade celular das leveduras, observou-se no
presente estudo que a aplicagdo de 20 mg/L de monensina sodica reduziu a populacao
de leveduras em 1,747 log UFC/mL em relacdo ao controle, e a viabilidade celular
manteve-se acima de 92%. E importante destacar que a levedura seca resultante da
producéo de etanol pode ser utilizada na suplementacao da alimentacéo de animais de
producdo (ZANUTTO et al., 2008; JOUANY et al., 2009). Contudo, desde 2003 as
autoridades de seguranca alimentar da Comunidade Europeia estabeleceram normas
referentes a proibicdo do uso de antibiéticos e aditivos como melhoramento de
desempenho na alimentacdo de animais de producédo (EC, 2003). Residuos dos
antibidticos utilizados no controle dos contaminantes da produgéo de etanol podem ser
detectados na levedura derivada da industria sucroalcooleira (MUTHAIYAN et al., 2011;
COMPART et al., 2013) e por este motivo o Brasil ja sofreu embargo no comércio de
leveduras exportadas para a Europa por conter vestigios de monensina sédica (FEED
INFO, 2008). Assim, € importante para o setor sucroalcooleiro brasileiro a adocao de
diferentes métodos para controle dos contaminantes ou utilizacdo de outros
antimicrobianos que n&o ocasionem problemas na comercializacdo de seus sub-

produtos como levedura seca.
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3.3.3 Utilizacao de férmula antimicrobiana em teste fermentativo laboratorial

Apos a obtengao dos resultados com a utilizagdo de nisina e extrato de ltpulo de
maneira individual e em combinacdo, deu-se inicio ao preparo de uma foérmula
antimicrobiana unica composta por estes antimicrobianos. Para tanto, foi dissolvida 1 g
de extrato de lupulo para cada 6g de nisina, o que é equivalente as propor¢des da CIM
destes compostos em combinacao. A férmula obteve aspecto homogéneo, granulado,
com odor caracteristico de lupulo. A dose de 4,37 mg/L da formulacao resultou em uma
reducédo de 1,04 log UFC/mL da populacao bacteriana, enquanto que 8,74 mg/L da
formulacdo gerou uma reducao de 1,29 log UFC/mL, sendo que ambas nao sao
estatisticamente diferentes do grupo controle (tabela 3.7). Em relacdo as leveduras, a
populacdo bem como a viabilidade celular destas manteve-se acima de 8,16 log
UFC/mL e 97%, respectivamente. Houve reducdo de 3,13 ‘BRIX em relacdo aos
valores iniciais das amostras (10 ‘BRIX), indicando desta forma o consumo da glicose
presente no meio CSN.

Tabela 3.7-Resultados da utilizagdo de diferentes doses de formulagdo composta por nisina e
extrato de lupulo nas proporgdes de 6:1 em teste fermentativo em meio CSN contendo cultura
mista de Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus fermentum e Saccharomyces cerevisiae
CAT-1. Sao apresentados os dados da populacdo de bactérias acido laticas (BAL), populagéo e
viabilidade de Saccharomyces cerevisiae CAT-1, e contelido de sélidos no meio (°Brix).

Concentracao de BAL S. cerevisiae ‘BRIX Viabilidade
formulacdao de nisina + (log UFC/mL) (log UFC/mL) celular
lapulo (mg/L) leveduras (%)
*CONTROLE 10,28 + 0,18" 9,19 +0,70" 7,0+0,70"  100+0,0"
218 10,13 £ 0,02* 8,69 + 0,26" 55+0,70" 98 +0,0°

4,37 9,24 +1,06" 8,26 +0,22" 75+0,70" 97 +0,0°

8,74 8,99 + 0,43" 8,16 + 0,37" 7,5+0,70" 98 +0,0°

*Controle refere-se a amostras sem adicdo de tratamentos. Tabela com valores de média + desvio
padrdo. Experimento realizado em ftriplicata com duas repeticbes (n=6). Foi realizada analise de
variancia (ANOVA) seguido de teste de Tukey para comparagao das médias + desvio padrao por coluna.
Letras diferentes representam diferengas estatisticamente significativas (P<0,05) na mesma coluna.

Comparando os resultados obtidos com o0 uso de doses da formulacdo composta
pela combinagdo de nisina e extrato de lupulo com valores obtidos com a adigédo dos

antimicrobianos separadamente (Tabela 3.5) em teste de inibicdo em ensaios

44



fermentativos, observa-se que a ag¢do dos antimicrobianos é alterada quando estes
estdo contidos em uma formulagao unica. O extrato de lUpulo possui aspecto de liquido
viscoso com pH de 10 = 0,5 quando diluido em 10% de agua, enquanto a nisina
utilizada possui aspecto de pbé com pH de 3,47 em 10% de agua. A formulacédo
desenvolvida apresentou pH final de 4,26 ap6s homogeneizacédo. Sabe-se que a nisina
apresenta melhor acao em solucao acida, e por se tratar de um peptideo, esta pode ter
sofrido alteragbes conformacionais ao ser misturada ao extrato de lupulo. Assim,
sugere-se a adicao destes antimicrobianos separadamente para obter-se melhores

resultados na reducédo de BAL em processos fermentativos.

3.3.4 Teste dos antimicrobianos utilizando massa de levedo industrial

Cientes que a microbiota presente no processo industrial € mais diversificada do
que o avaliado em escala laboratorial, uma das doses (tratamento B) utilizadas nesta
etapa foi superior ao utilizado nos testes laboratoriais. Os resultados obtidos em
relacdo a populacao bacteriana durante os tratamentos estdo descritas na Tabela 3.8.
Nao foram realizadas avaliacbes estatisticas para os resultados obtidos no teste
fermentativo industrial devido a problemas enfrentados no primeiro dia de realizacédo de
testes. Observou-se um superaquecimento na estufa utilizada para incubacao das
amostras tratadas, ocorrendo a morte dos micro-organismos. Assim, foram obtidos
resultados de um Unico dia de experimento, que ndo gerou um numero de amostras
suficiente para a analise estatistica.

Pode-se observar que a reducao da populacao de bactérias € mais notavel apos
24 h de acao dos diferentes tratamentos. O tratamento D (200 ppm de diéxido de cloro)
apresentou uma reducado mais rapida da populagao bacteriana, pois seu efeito oxidante
€ imediato. Contudo, é possivel notar que este foi o Unico tratamento que apresentou
aumento da populagao apés 24 h. Apos o periodo de 8 h, nota-se que a aplicacao de
dose trés vezes maior do que a CIM da combinacdo de nisina e extrato de lupulo
reduziu a populacdo de bastonetes em 1,058 log bactéria/mL em relacdo ao grupo
controle, enquanto que o Tratamento A (3,75 mg/L nisina + 0,625 mg/L lUpulo) reduziu
0,862 log bactéria/mL. Apds 24 h do tratamento, verificou-se que o tratamento B e C

tiveram os melhores efeitos. Para a industria, € muito importante que as féormulas
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antimicrobianas tenham efeito duradouro, capazes de reduzir a populacdo de micro-
organimos contaminantes durante o descanso da levedura e também durante o
processo de fermentacdo. Neste sentido, a féormula antimicrobiana desenvolvida
apresentou acdo semelhante ao produto comercial LactoStab®, o qual € um dos lideres

de mercado como substituto de antibiéticos para usinas sucroalcooleiras no Brasil.

Tabela 3.8 — Resultados da utilizacao de tratamentos de diferentes doses de combinacdo de
nisina e extrato de lupulo, LactoStab e didxido de cloro em teste industrial sobre a populagao
de bastonetes no tempo inicial (0 hora) e apds 2, 8 e 24 horas de agdo dos produtos sobre
amostras de levedo apos centrifugagao.

Tratamentos Populacao de bastonetes (log bactéria/mL)
Populacao 2 horas 8 horas 24 horas
inicial (0 hora)
Controle 7,255 7,398 7,516 6,693
Trat A 7,255 7,193 6,654 6,009
(3,75 mg/L NISZ + 0,625 mg/L LUP)
Trat B 7,255 7,041 6,458 5,614
(11,25 mg/L NISZ + 1,875 mg/L LUP)
Trat C 7,255 6,818 6,009 5,614
(40 ppm Lactostab)
Trat D 7,255 6,013 6,090 6,146

(200 ppm CIO,)
Controle refere-se a amostra sem adigao de antimicrobiano; Tratamento A: 3,75 mg/L nisina Z + 0,625
mg/Llupulo equivalente a CIM da combinacédo de nisina e lupulo; Tratamento B: 11,25 mg/L nisina Z +
1,875 mg/Llupulo, equivalente a 3 vezes a CIM da combinagao de nisina e lupulo; Tratamento C: 40 ppm
Lactostab, equivalente a dose utilizada frequentemente pela usina de realizagao dos testes; Tratamento
D: 200 ppm didxido de cloro, equivalente a dose utilizada pela usina de realizagdo dos testes.Tabela
contendo resultados de amostras Unicas avaliadas apés periodos de 0, 2, 8 e 24 horas de agao.

Conforme informacdes repassadas pela usina de realizacado dos testes, 0 uso de
diéxido de cloro apenas é realizado em situagdes de alta contaminagao bacteriana, >7
log UFC/mL, pois este produto causa reducdo da viabilidade das leveduras e é
extremamente corrosivo para as dornas e tubulagcées. Contudo, ndo foram observadas
diferencas consideraveis na populacdo de leveduras devido a presenca dos
tratamentos com antimicrobianos (Tabela 3.9).
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Tabela 3.9 — Resultados da utilizacao de tratamentos de diferentes doses de combinagéao de
nisina e extrato de ldpulo, LactoStab e diéxido de cloro em teste industrial. Foram avaliadas a
populacao de células de leveduras, no tempo inicial (0 hora) e apés 2, 8 e 24 horas de acao
dos produtos sobre amostras de levedo apos centrifugagao.

Populacao de leveduras (log UFC/mL)

Tratamentos
Populacao 2 horas 8 horas 24 horas
inicial (0 hora)
Controle 9,278 9,278 9,143 8,505
Trat A 9,278 9,107 9,193 8,643
(3,75 mg/L NISZ + 0,625 mg/L LUP)
Trat B 9,278 9,217 9,193 8,565
(11,25 mg/L NISZ + 1,875 mg/L LUP)
Trat C 9,278 9,274 9,100 8,688
(40 ppm Lactostab)
Trat D 9,278 9,245 9,045 8,748

(200 ppm CIO,)
Controle refere-se a amostra sem adi¢do de antimicrobiano; Tratamento A: 3,75 mg/L nisina Z + 0,625
mg/Llupulo equivalente a CIM da combinacédo de nisina e lupulo; Tratamento B: 11,25 mg/L nisina Z +
1,875 mg/Llupulo, equivalente a 3 vezes a CIM da combinagao de nisina e lupulo; Tratamento C: 40 ppm
Lactostab, equivalente a dose utilizada frequentemente pela usina de realizagdo dos testes; Tratamento
D: 200 ppm diéxido de cloro, equivalente a dose utilizada pela usina de realizagdo dos testes.Tabela
contendo resultados de amostras Unicas avaliadas apés periodos de 0, 2, 8 € 24 horas de agao.

Os tratamentos foram realizados sobre as amostras retiradas do tanque de
descanco das leveduras, apds procedimento de reciclo de células. As leveduras
permanecem nos tanques de fermentacdo por um periodo limitado, 8 a 12 h, e entao
sao substituidas por células limpas (AMORIM, et al., 2011). Conforme valores descritos
na Tabela 3.10, pode-se observar que a reducao dos compostos soluveis totais, assim
como a producdao de etanol (GL) permaneceram com valores semelhantes nas
diferentes amostras no periodo entre 8 e 24 h. Foram observadas maiores diferencas
nos resultados obtidos apds as primeiras 8h de acdo dos antimicrobianos se
comparados aos valores determinados inicialmente. Nestas primeiras horas a amostra
que recebeu a adicdo da combinagédo de 11,25 mg/L de NISZ com 1,87 mg/L de LUP

apresentou um aumento de 0,56°GL de etanol em relacao aos valores iniciais.
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Tabela 3.10 — Resultados da utilizacao de tratamentos de diferentes doses de combinacao de
nisina e extrato de lupulo, Lactostab e diéxido de cloro em teste industrial. Foram avaliadas a
reducdo dos compostos sollveis totais e producdo de etanol ("GL) apds 8 e 24 horas de acao
dos produtos sobre amostras de levedo apos centrifugagao.

Tratamentos Reducéo dos Producao de etanol ("GL)
compostos soluveis
totais ("BRIX)
T(8 H) T (24 H) TOH) T(@H) T (24 H)
Controle 3,79 5,61 4,82 5,562 5,22
Trat A 3,95 5,53 4,82 5,24 5,02
(3,75 mg/L NISZ + 0,625 mg/L LUP)
TratB 3,9 5,53 4,82 5,38 5,72
(11,25 mg/L NISZ + 1,875 mg/L LUP)
Trat C 3,91 5,39 4,82 5,28 5,40
(40 ppm Lactostab)
Trat D 3,94 5,39 4,82 5,34 5,88
(200 ppm CIOy)

Controle refere-se a amostra sem adi¢cdo de antimicrobiano; Tratamento A: 3,75 mg/L nisina Z + 0,625
mg/L lipulo equivalente a CIM da combinacéo de nisina e lUpulo; Tratamento B: 11,25 mg/L nisina Z +
1,875 mg/L ldpulo, equivalente a 3 vezes a CIM da combinacdo de nisina e lUpulo; Tratamento C: 40
mg/L lactostab, equivalente a dose utilizada freqUentemente pela usina de realizagdo dos testes;
Tratamento D: 200 ppm didxido de cloro, equivalente a dose utilizada pela usina de realizagdo dos
testes.Tabela contendo resultados de amostras Unicas avaliadas apés periodos de 0, 8 e 24 horas de
acao dos antimicrobianos.

Avaliando os dados descritos na Tabela 3.11, pode-se observar que a
viabilidade célular das leveduras, bem como a taxa de brotamento € reduzida
drasticamente apds 24 h para todos os antimicrobianos. Levando em consideracao o
tempo necessario para fermentagao (8 a 12 h), pode-se destacar os valores obtidos
apos 8 h de acao dos antimicrobianos. Apos este periodo a viabilidade das leveduras
foi menor nas amostras nao tratadas e na amostras com tratamento de 200 ppm de
diéxido de cloro.
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Tabela 3.11 — Resultados da utilizagao de tratamentos de diferentes doses de combinagéo de nisina e extrato de lupulo, lactostab e
dioxido de cloro em teste industrial. Foram avaliadas a % viabilidade e % de taxa brotamento de leveduras no tempo inicial (0 hora)
e apos 2, 8 e 24 horas de agao dos produtos sobre amostras de levedo apés centrifugagao.

Tratamentos % Viabilidade celular de leveduras % Taxa de brotamento de células de leveduras

T(Ohora) T(2horas) T(8horas) T (24 horas) | T (0 hora) T(2horas) T(8 horas) T (24 horas)

Controle 73 68 61,7 13,6 8 9,6 12,64 2,5

Trat A 73 67 70,14 18,77 8 8,12 5,64 11
(3,75 mg/L NISZ +
0,625 mg/L LUP)

TratB 73 67 62,61 15,28 8 10,14 6,63 10,87
(11,25 mg/L NISZ +
1,875 mg/L LUP)

Trat C 73 68 68,77 35,06 8 7,62 7,64 9,84
(40 ppm Lactostab)

Trat D 73 69 57,67 27,34 8 9,04 7,19 10
(200 ppm CIO,)

Controle refere-se a amostra sem adigdo de antimicrobiano; Tratamento A: 3,75 mg/L nisina Z + 0,625 mg/L lapulo equivalente a CIM da
combinacgéo de nisina e lupulo; Tratamento B: 11,25 mg/L nisina Z + 1,875 mg/L lupulo, equivalente a 3 vezes a CIM da combinagéo de nisina e
lupulo; Tratamento C: 40 mg/L lactostab, equivalente a dose utilizada freqientemente pela usina de realizagao dos testes; Tratamento D: 200
ppm diéxido de cloro, equivalente a dose utilizada pela usina de realizagdo dos testes.Tabela contendo resultados de amostras Unicas avaliadas
apés periodos de 0, 2, 8 e 24 horas de agdo dos antimicrobianos.
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A realizacdo de testes em ambiente industrial € de grande relevancia para
verificagdo da acdo dos antimicrobianos, uma vez que a microbiota detectada nos
tanques de fermentacéo e ao longo do processo de producao é muito diversificada se
comparada aos micro-organismos utilizados nas avaliac6es laboratoriais. No teste
fermentativo industrial, foi realizado contagem de bastonetes contaminantes por
microscopia, conforme procedimento adotado pela usina. Esta metodologia é pouco
precisa se comparada a metodologia utilizada laboratorialmente (contagem de micro-
organismo em placa), porém tal procedimento é necessario para que a industria entre
com medidas de controle contra os contaminantes rapidamente, apds detectar uma
populacdo muito elevada de bastonetes. A usina de escolha para realizagdo destes
testes fornece a massa de levedura seca para outras industrias produtoras de racao
para animais de producdo e equinos. Por este motivo, o controle dos contaminantes
somente € realizado com a adocdo limpezas &cida sobre as leveduras e
eventualmente, quando a contaminacdo atinge niveis acima de 10’ UFC/mL, realiza-se
o doseamento de diéxido de cloro ou de antimicrobianos naturais como o LactoStab®.
Assim, a férmula antimicrobiana desenvolvida neste trabalho vem como uma nova
alternativa para o controle de contaminantes em usinas sucroalcooleiras que fazem uso
de metodologias alternativas, podendo, o produto desenvolvido, ser utilizado em dose
mais baixas que ao menos dois produtos utilizados atualmente como substitutos de

antibioticos.

3.4 CONCLUSAO

A combinacao de nisina com extrato de lupulo mostrou-se eficiente no controle de
Leuconostoc mesenteroides (CCT 0848) e Lactobacillus fermentum (CCT 1629) em
testes fermentativos de escala laboratorial. Até o presente momento, este é o primeiro
estudo que observou a acdo da combinagdo de nisina com extrato de lUpulo contra
BAL. Ambos os produtos nao interferiram na viabilidade das leveduras S. cerevisiae
(CCT 012) e S. cerevisiae CAT-1, mesmo com aplicacdo de doses extremas, até 1000x
CIM. Ao realizar a combinacao de nisina e extrato de lUpulo foi possivel reduzir a CIM
de ambos os antimicrobianos em valores de 1/8 da CIM de cada um (3,75 mg/L de

nisina + 0,625 mg/L de extrato de lupulo), representando um efeito sinérgico conforme



valores de ICIF. Uma formulacdo desenvolvida com a mistura de extrato de lUpulo em
nisina 2,5% com objetivo de criar uma formulagao Unica, um Unico produto, resultou em
redugbes menos significativas de Leuconostoc mesenteroides e Lactobacillus
fermentum durante o processo fermentativo se comparado a aplicacdo destes
antimicrobianos adicionados separadamente no caldo de fermentacdo. Porém, a
formulacdo desenvolvida, manteve os valores de contaminagao bacteriana abaixo da
contaminacgao presente nas amostras sem adicao de tratamentos.

Em relacdo a aplicacdo industrial, faz-se necessario a realizagdo de mais testes
uma vez que a variabilidade da microbiota presentes nas usinas de produgao de etanol
€ maior do que o testado no presente estudo. De qualguer maneira, a combinacao de
nisina e extrato de lupulo apresenta um grande potencial como produto comercial por
seu efeito sinérgico, podendo atingir resultados significativos na redugédo da microbiota
contaminante de processos fermentativos com concentracdes menores do que 0s

produtos comerciais disponiveis no mercado.



CAPITULO 4

4 CONCLUSAO GERAL

A utilizacdo de alternativas ao uso de combustiveis petro-derivados é de
extrema importancia ao meio ambiente e o etanol é sem duvidas o combustivel mais
utilizado nesta substituicido. O controle dos contaminantes presente ao longo do
processo de producdo de etanol passa a ser uma obrigatoriedade ao setor para
minimizar os prejuizos de produtividade, porém, o uso indiscriminado de antibibticos
gera resisténcia microbiana e embargos para comercializacdo da massa de levedura
em paises europeus.

O uso de produtos de origem natural no setor sucroalcooleiro € de grande
interesse ao setor para possibilitar o comércio da massa de levedura para
suplementagdo da alimentacao animal, sem trazer riscos ao consumo deste produto e
sem a ocorréncia de embargos para exportacao. Diversos produtos a base de lupulo
sao utilizados na producéo de etanol e neste estudo verificamos que o extrato de lupulo
rico em B- acidos (Betabio 45 ®) apresenta efeitos sinérgicos na combinagdo com nisina
AouZ.

Pelo conhecimento dos autores do presente estudo, ndo ha até o momento, a
utilizacdo de nisina na industria de producdo de etanol, sendo comercializadas
industrialmente, neste setor, apenas versdes de extrato de lUpulo. Acredita-se que a
combinacdo dos mecanismos de acdo da nisina e extrato de ldpulo tenham
proporcionado a efetividade no controle das bactérias. Esta combinacgéo foi eficaz na
redugcdo de 2,486 log UFC/mL da populacdo bacteriana presente nos testes
fermentativos. Ressaltando que os valores necessarios para utilizacao destes produtos
em combinacao sdo consideravelmente baixos se comparados a utilizacdo de doses de
nisina ou extrato de lupulo separadamente.

Nas avaliacbes realizadas com levedo industrial pode-se concluir que o uso
combinado de nisina e extrato de lUpulo apresentou resultados muito semelhantes aos
antimicrobianos naturais utilizados na usina de realizacdo dos testes, porém, é

necessario a realizagdo de demais testes ja que a composicao bacteriana presente ao



longo do processo industrial € mais variavel do que ao estudado nas avaliagbes
laboratoriais. Assim, as doses utilizadas industrialmente normalmente sdo superiores
as doses laboratoriais. Também €& necessario o desenvolvimento de uma férmula
antimicrobiana composta por nisina e extrato de lupulo que apresente 0s mesmos
valores encontrados na utilizacdo da adi¢cdo destes antimicrobianos separadamente.
Isso se faz necessario no aspectro mercadoldgico, para facilitar a comercializacao e

aplicacao na industria sucroalcooleira.
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