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RESUMO 

O bioetanol de 1° geração (proveniente do melaço e caldo de cana-de-açúcar) possui processo 

fermentativo consolidado no Brasil. O processo Melle Boinot é caracterizado pela utilização de 

alta densidade e reuso celular e tratamento ácido. Essas estratégias têm como resultado baixo 

tempo de fermentação e alto rendimento de etanol, entretanto, um problema associado é a 

contaminação bacteriana. Bactérias do gênero Lactobacillus são os principais contaminantes 

das destilarias brasileiras e em concentrações superiores à 108 UFC/mL pode resultar na perda 

de 1 à 5 % na eficiência fermentativa. A aplicação das estratégias do processo 1G na produção 

de bioetanol de segunda geração (2G) (obtido à partir de biomassa lignocelulósica) pode 

resultar no incremento da conversão de xilose em bioetanol, contudo, espera-se que a 

contaminação bacteriana seja um problema associado a esse processo. Nesse trabalho, o efeito 

da contaminação por L. fermentum I2 sobre o processo fermentativo de S. passalidarum 

NRRLY-27907 foi estudado em fermentações em batelada alimentada com alta densidade e 

reuso celular e tratamento ácido em meio composto por glicose e xilose. Na ausência da 

levedura, L. fermentum I2 foi capaz de consumir glicose e xilose em meio Man, Rogosa e 

Sharpe (MRS) + xilose (com aminoácidos e vitaminas), mas não foi capaz de consumir açúcares 

em meio sintético (composto por glicose, xilose, ureia e sais). Em co-cultura com S. 

passalidarum, essa bactéria foi capaz de persistir no processo em concentração de 108 UFC/mL 

e produzir ácidos orgânicos, porém não se verificou a presença de floculação e perda de 

viabilidade da levedura. Em relação aos parâmetros fermentativos de S. passalidarum NRRL 

Y-27907, verificou-se que a presença da bactéria impactou apenas o consumo de xilose, sendo 

que tanto em cultura pura (S. passalidarum) como co-cultura (S. passalidarum e L. fermentum) 

a produção máxima de etanol foi equivalente à 21 g.L-1 com produtividade volumétrica de 0,65 

a 0,70 g.L-1.h-1. Embora se tenha baixo efeito sobre os parâmetros fermentativos, a análise de 

secretoma demonstrou uma possível alteração no perfil de proteínas secretadas pela S. 

passalidarum na presença da bactéria.  
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ABSTRACT 

First generation bioethanol (1G) (from sugarcane juice and molasses) has a consolidated 

fermentation process in Brazil. Melle Boinot process is characterized by high cell density, cell 

recycle and H2SO4 yeast-cream treatment. These strategies result in a very short of the 

fermentation and high bioethanol production, however, are associated with bacterial 

contamination problems. Lactobacillus genus are the main bacteria isolated from tanks of 

Brazilian mills and in concentrations up to 108 CFU/mL results in the decrease of the 1-5 % of 

the volumetric ethanol yield. The use of the 1G strategies in second generation bioethanol 

production (2G) (from lignocellulosic biomass) may be an option to increase the conversion of 

the xylose into ethanol, but the bacterial contaminations can be a problem of this process. In 

this work, the effect of the bacterial contamination with L. fermentum I2 on the ethanol 

production by S. passalidarum NRRL Y-27907 was studied in fed-batch fermentations with 

high cell density, cell recycle and H2SO4 yeast-cream treatment using glucose and xylose based 

synthetic broth. Without the yeast, L. fermentum I2 was able to consume glucose and xylose 

simultaneously in Man, Rogosa and Sharpe (MRS) + xylose broth (with amino acids and vitamins), but 

was not able to consume sugars in glucose and xylose based synthetic broth (composed by glucose, 

xylose, urea and salts). In co-culture with S.  passalidarum NRRL Y-27907, this bacteria was able to 

persist in the fermentation with concentration of the 108 CFU/ mL and produce organic acids but was 

not verified a decrease in viability and flocculation of the yeast.. The presence of the L. fermentum I2 

affected only the xylose consumption by S. passalidarum, with maximum ethanol title equal to 21                  

g.L-1 and ethanol volumetric productivity varied from 0.65 to 0.70 g.L-1. Though the effect of the 

contamination about the fermentative parameters of S. passalidarum was lower, the secretome study 

showed alteration in protein profile secreted by S. passalidarum in the presence of the bacteria. 

 

Key words: S. passalidarum, L. fermentum, bacterial contamination, E2G 
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CAPÍTULO 1- INTRODUÇÃO 

 A migração para fontes de energias renováveis (como solar, hidráulica, eólica e 

provinda de biomassa) tem se tornado necessária devido aos impactos ambientais causados pela 

exploração de petróleo e carvão. Um dos substituintes da gasolina (proveniente do petróleo) 

mais importante é o bioetanol, pois possui baixo impacto econômico e ambiental, uma vez que 

apresenta menores custos de produção em relação a derivados de fontes fósseis e menores 

emissões de gases do efeito estufa (JÖNSSON e MARTÍN, 2016; SANTOS et al., 2016 a). 

De acordo com Renewable fuels association (RFA) (2017), os Estados Unidos da 

América (EUA) e o Brasil são atualmente os maiores produtores desse biocombustível, sendo 

a soma da produção desses países corresponde a 85 % da produção mundial.  59,8 bilhões e 26 

bilhões de litros de bioetanol foram produzidos pelo EUA e Brasil, respectivamente, no ano 

2017.  

No Brasil, a cana-de-açúcar (Saccharum officinarum) é a cultura dominante para a 

produção do bioetanol, que foi impulsionado pelo programa “Pró-Alcool”, lançado em 1975, 

em resposta à crise do petróleo de 1973. O objetivo era a diminuição dos preços dos 

combustíveis e da dependência de petróleo importado, através da obtenção de bioetanol anidro 

para mistura com a gasolina. A obtenção de um veículo movido unicamente por esse 

biocombustível foi foco de estudo apenas após a crise do petróleo de 1979, contudo, a 

descoberta de novas reservas de petróleo em 1980 resultou na perda de subsídios para o setor 

(MOREIRA e GOLDEMBERG,1999; AMORIM et al., 2011; LOPES et al., 2016).  

De acordo com o Ministério de Minas e Energia (2018), o governo federal pretende 

realizar a expansão na produção de biocombustíveis no país, através do RenovaBio, que 

consiste de uma Política Nacional de Biocombustíveis instituída pela lei n° 13.576/2017. A 

base desse programa consiste na expansão da produção por meio da previsibilidade, da 

sustentabilidade ambiental, econômica e social, e compatível com o crescimento do mercado. 

A produção de bioetanol através de melaço ou caldo de cana (bioetanol de 1° geração- 

1G) possui processo consolidado, uma vez que essa tecnologia é empregada comercialmente 

nos últimos 30 anos (MACRELLI et al. 2012). Esse processo é o Melle-boinot, que se 

caracteriza pelo processo em batelada alimentada, alta concentração de células (entre 30-40   

g.L-1) e reuso celular, resultando em rendimentos de 92-93 % do valor teórico (conversão dos 

açúcares em bioetanol) e menor tempo de fermentação (BASSO et al., 2008; AMORIM et al., 

2011). 
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Um problema comum nas plantas de bioetanol 1G é a contaminação por bactérias e/ou 

por leveduras nativas (Saccharomyces e outras espécies não Saccharomyces), principalmente 

por bactérias do gênero Lactobacillus e Bacillus. Estima-se que uma contaminação de 108 

unidades formadoras de colônia de bactéria por mL (UFC. mL-1) pode resultar na perda de 

10.000 a 30.000 litros de bioetanol por dia em uma produção de um milhão de litros; além disso, 

a floculação pode ser induzida, inibindo a fermentação e dificultando o processo de 

centrifugação (AMORIM et al. 2011).  

Dentre as bactérias do gênero Lactobacillus tem-se destaque para a espécie L. 

fermentum, que possui alta persistência no processo (LUCENA et al., 2010) e está associada 

com floculação em dornas industriais (CARVALHO-NETTO et al. 2015), alta produção de 

ácidos orgânicos e baixa produção de etanol (REIS et al., 2018).    

Uma oportunidade de expansão na produção de bioetanol no Brasil é a utilização da 

palha e do bagaço de cana-de-açúcar como matéria prima (bioetanol de 2° geração – 2G). 

Anualmente as usinas sucroalcooleiras geram em torno de 100 milhões de toneladas de bagaço 

e palha de cana-de-açúcar, que são deixados no campo ou queimados para geração de energia 

(SANTOS et al., 2016a; AMORIM et al, 2011). No Brasil, existem duas plantas industriais de 

bioetanol 2G, Raízen (http://www.raizen.com.br) e Granbio (http:/www.granbio.com.br). 

Embora exista a produção comercial, o custo de produção ainda continua alto, devido ao 

desgaste de equipamentos de pré-tratamento e das enzimas utilizadas na etapa de hidrólise 

(CARPIO e SOUZA, 2017; LOPES et al., 2016). 

Na etapa de fermentação um dos desafios é a obtenção de microrganismos capazes de 

converter todos os açúcares do hidrolisado lignocelulósico em etanol. Esses açúcares consistem 

majoritariamente de glicose e xilose, obtidos da celulose e hemicelulose após as etapas de pré-

tratamento e hidrólise (HOU e SHOU, 2012; CARVALHO, QUEIROZ e COLODETTE, 

2016). 

Naturalmente existem muitas leveduras capazes de utilizar pentoses, entretanto apenas 

1% é capaz de realizar a conversão desses açúcares em bioetanol (HAHN-HÄGERDAS et al., 

2007). Dentre essas leveduras está S. passalidarum, que possui a capacidade de metabolizar 

xilose tão rapidamente quanto glicose e co-utilizar como fonte de carbono, glicose, xilose e 

celobiose. Além disso, essa levedura demonstra melhor desempenho na conversão de xilose em 

etanol na condição de anaerobiose em relação S. stipitis, que é referência na fermentação de 

xilose (NGUYEN et al., 2006; HOU, 2012; LONG et al., 2012; VERAS et al., 2017). 
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Vários fatores podem influenciar na capacidade natural de metabolizar xilose, como 

concentração inicial celular e de açúcares, pH, temperatura, inibidores e adição de suplementos 

(NAKANISHI et al., 2017). 

 As estratégias utilizadas no processo 1G vêm sendo estudadas para incrementar o 

consumo de xilose. Santos et al (2015) estudou o efeito do aumento gradual da concentração de 

açúcares e reuso celular em fermentações com S. stipitis. Em outro estudo Nakanishi et al 

(2017), utilizou alta concentração celular e reuso celular com S. passalidarum em fermentação 

em hidrolisado de bagaço de cana. O reuso celular é uma estratégia consolidada no processo de 

produção de bioetanol 1G, pois leveduras mais resistentes podem ser obtidas através de pressão 

seletiva (um tipo de adaptação evolutiva) que seleciona indivíduos mais resistentes às condições 

de estresse do processo fermentativo (BASSO et al.; 2008). 

Embora o uso dessas estratégias possa representar um incremento na conversão de 

xilose em bioetanol, está associado com a contaminação bacteriana, o que pode representar um 

problema para o processo 2G. A literatura disponível não descreve o efeito de bactérias 

contaminantes sobre leveduras naturalmente fermentadoras de xilose. Desta forma, esse 

trabalho visa estudar o efeito da contaminação por L. fermentum I2 sobre o processo 

fermentativo de S. passalidarum NRRLY- 27907 em meio composto por glicose e xilose. 
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OBJETIVOS 

1.1.  Objetivo geral 

Este trabalho tem como objetivo analisar o efeito da contaminação por Lactobacillus 

fermentum I2 em processo fermentativo de segunda geração, através do estudo do impacto 

na co-fermentação de glicose e xilose pela levedura Spathaspora passalidarum NRRL Y-

27907. 

1.2.  Objetivos específicos 

• Avaliar a capacidade de L. fermentum I2 crescer e consumir açúcares em meios 

fermentativos com diferentes açúcares e nutrientes; 

• Verificar o efeito da contaminação por L. fermentum I2 nos parâmetros 

fermentativos de Spathaspora passalidarum NRRL Y-27907 em meio sintético 

composto por glicose e xilose em um sistema que mimetize o processo de fermentação 

estabelecido (e bem sucedido) nas destilarias de primeira geração; 

• Analisar o desenvolvimento e manutenção da contaminação bacteriana através do 

crescimento celular e produção de ácido orgânicos no sistema com S. passalidarum; 

• Determinar o efeito do tratamento ácido no controle da contaminação bacteriana; 

• Verificar proteínas secretadas pela levedura em resposta à contaminação bacteriana. 
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CAPÍTULO 2- REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Cana-de-Açúcar 

A cana-de-açúcar é uma gramínea perene do gênero Saccharum, que se desenvolve em 

regiões de clima quente, comumente tropicais, como Brasil, Índia, África e Pacífico Asiático. 

No Brasil, essa cultura foi introduzida no Nordeste no século 17, com o objetivo de romper o 

monopólio francês na produção de açúcar. O cultivo para a produção de bioetanol foi 

impulsionado apenas em 1975, como estratégia para driblar os baixos preços do açúcar e 

diminuir a dependência de petróleo importado (CANILHA et al, 2012; MOREIRA e 

GOLDEMBERG,1999).  

Atualmente, de acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) 

(2018), o Brasil é o maior produtor de cana-de-açúcar; em números a produção nacional na 

safra 2017/2018 correspondeu a 633,26 milhões de toneladas de cana-de-açúcar, 27,76 bilhões 

de litros de bioetanol e 37,87 milhões de toneladas de açúcar. Em relação à safra 2016/2017, 

houve uma queda de 3,6 % na produção de cana-de-açúcar, o que impactou a produção de 

açúcar e bioetanol, com redução de 2,1 % e 0,2 %, respectivamente. Nessa safra uma maior 

parte da cana-de-açúcar foi destinada para a produção de bioetanol anidro, uma vez que o 

consumo desse biocombustível aumentou a partir de outubro de 2017. 

Estruturalmente, essa planta é caracterizada por ser formada por duas frações: colmo e 

palha (Figura 1). O colmo corresponde à parte onde se encontram o caldo de cana (usado para 

a produção de açúcar e bioetanol) e o bagaço (resíduo da moagem). A palha corresponde às 

folhas verdes e secas e ao ponteiro (CANILHA et al, 2012). 

No processo para a produção de bioetanol de primeira geração, apenas um terço da 

massa da planta é utilizada para a produção de bioetanol e açúcar, enquanto um terço referente 

ao bagaço é queimado para a geração de energia e um terço é deixado no campo para a 

decomposição por microrganismos (DUSSÁN et al, 2016) 
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Figura 1. Cana-de-açúcar 

 

 

 

 

  

 

 

Fonte: CANILHA et al, 2012. 

 A queima do bagaço de cana é utilizada pelas as usinas sucroalcooleiras para a produção 

da energia que pode ser usada no processo e/ou vendida para o abastecimento de cidades.  O 

melhor aproveitamento do vapor e a utilização de caldeiras mais eficientes podem resultar em 

uma maior produção de energia com menor quantidade de bagaço queimado, resultando em 

excedente que poderia ser utilizado para a produção de bioetanol 2G. Isso aumentaria a 

produção por hectare e permitiria a produção contínua durante todo o ano, visto que a cana-de-

açúcar é sazonal e não pode ser armazenada, resultando em 4 a 6 meses sem operação 

(AMORIM et al, 2011). 

2.2. Bagaço de cana-de-açúcar 

 O bagaço é um resíduo sólido resultante do processo de extração do caldo da cana-de-

açúcar, que é a matéria prima utilizada na produção de açúcar e bioetanol (1G). Essa biomassa 

lignocelulósica é composta por (%): celulose (36,9-45,7), hemicelulose (25,6-29,6) e lignina 

(18,9-26,1) (ROCHA et al., 2015). 

 A celulose é um polissacarídeo linear não ramificado composto por monômeros de 

glicose ligados através de ligações glicosídicas β-(1-4). A presença de ligações de hidrogênio 

inter e intramolecular presentes na celulose confere característica recalcitrante, devido às 

cadeias empacotadas com regiões de alta cristalinidade interrompidas por regiões amorfas com 

baixa ordem molecular. A recalcitrância dessa matriz dificulta a sua conversão tanto por via 

química como biológica (SILVEIRA et al., 2015; ZABED et al, 2016). 

 A hemicelulose é um polissacarídeo ramificado composto por diferentes 

monossacarídeos, como D-manose, D-galactose, D-xilose, D-glicose, D-ácido glucurônico,      

L-arabinose, ácido 4-O-metil-D-glucurônico, L-ramnose e ácido D-galacturônico. Esse 
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polissacarídeo apresenta ligações α-glicosídicas e β-glicosídicas e, diferente da celulose, não 

apresenta regiões cristalinas. A xilose é o monômero predominante na hemicelulose e sua 

conversão em bioetanol é necessária para a viabilidade do processo de segunda geração 

(SILVEIRA et al.; 2015, NAKANISHI et al.; 2017). 

 A lignina é um composto polifenólico amorfo com massa molecular indefinida, sendo 

predominantemente composta por álcool p-cumarílico, álcool coniferílico e álcool sinapílico.  

Devido a sua alta hidrofobicidade, pode ocorrer a adsorção irreversível de celulases e outras 

proteínas na superfície, resultando em diminuição na eficiência de hidrólises enzimáticas 

(RUBIN, 2008; SILVEIRA et al.; 2015). 

Celulose, hemicelulose e lignina formam estruturas chamadas de microfibrila, que são 

organizadas dentro de macrofibrilas (Figura 2), responsáveis por conferir a estabilidade da 

parede celular (RUBIN, 2008). 

Figura 2. Composição de biomassa lignocelulósica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de RUBIN, 2008. 
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2.3. Conversão de biomassa lignocelulósico em bioetanol 

O bioetanol obtido a partir de biomassa lignocelulósica (madeira, resíduos de produção 

agrícola, culturas energéticas, etc) é conhecido como bioetanol de segunda geração (2G) 

(PAULOVA et al, 2015). Esse biocombustível é obtido através da conversão dos 

polissacarídeos presentes na biomassa em açúcares fermentescíveis, seguido pela conversão 

destes em bioetanol. Para isso são requeridas as etapas de pré-tratamento, hidrólise, 

fermentação e recuperação de produtos (KUMAR et al.,2009; ZABED et al., 2016). 

2.3.1. Pré-tratamento  

 No processo de segunda geração a etapa de pré-tratamento é requerida para a 

modificação estrutural da biomassa, devido a sua baixa digestibilidade, onde em processos 

enzimáticos corresponde a valores inferiores a 20% para materiais in natura. Desta forma, essa 

etapa é importante para tornar a celulose mais acessível à degradação por enzimas e ácidos, 

resultando em maior rendimento de açúcares fermentáveis (MOSIER et al., 2005). 

A desconstrução do complexo lignina-celulose-hemicelulose é necessária devido à alta 

robustez e característica recalcitrante que é conferida pela presença de ligações de hidrogênio 

e covalentes que ligam a celulose e hemicelulose com a lignina. Esse processo também é 

importante para a despolimerização, uma vez que pode estar relacionado com a solubilização 

da lignina, diminuição da cristalinidade da celulose, aumento da área superficial e porosidade 

da biomassa (ZABED et al., 2016).    

 O pré-tratamento ideal tem como objetivo: minimizar a formação de compostos 

inibitórios; diminuir a carga enzimática requerida para a hidrólise; prevenir da perda de 

açúcares; permitir a recuperação da lignina e outros compostos e minimizar o uso de energia. 

Os métodos de pré-tratamento de biomassa podem ser divididos em: físicos, químicos, físicos-

químicos, biológicos e uma combinação destes (Tabela 1) (SILVEIRA et al.; 2015, KUMAR 

et al.; 2009). 
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Tabela 1. Estratégias de pré-tratamento e seus efeitos sobre a biomassa lignocelulósica 

Métodos  Efeito na biomassa Exemplos/reagentes  

Físico  Diminuição da partícula, aumento da 
porosidade, despolimerização e 
diminuição da cristalinidade da 

celulose 

Moagem                   
Trituração 

Químico-  Ácido Hidrólise da hemicelulose em 
monossacarídeos 

Catálise através de H2SO4, 
SO2, HCl, H3PO4 

Químico – Alcalino Remoção da lignina e parte da 
hemicelulose  

NaOH, Ca(OH)2 e NH3 

Físico-químico Diminuição da área superficial, 
diminuição da cristalinidade da 

celulose e pode realizar a remoção 
total ou parcial da lignina e/ou 

hemicelulose 

Explosão a vapor  
Hidrotérmico 

Biológico Pode realizar a degradação de parte da 
lignina e da hemicelulose  

Fungos que agem na 
desconstrução da biomassa 

(Punctualaria sp 

TUFC20056, 
P.chrysosporium)    

Fontes: JÖNSSON e MARTÍN, 2016; ZABED et al.,2016; SINDHU, BINOD e PANDEY, 

2016. 

A composição do hidrolisado lignocelulósico obtido por pré-tratamento alcalino com 

hidróxido de sódio foi utilizada como referência nesse trabalho. Nakanishi et al (2017) 

obtiveram um hidrolisado lignocelulósico livre de inibidores (ácido acético, furfural e 

hidroximetil furfural) com 43 g.L-1 de glicose e 15 g.L-1 de xilose (80:20 glicose: xilose) através 

de pré-tratamento alcalino com hidróxido de sódio seguido por hidrólise enzimática. 

 A escolha do pré-tratamento utilizado é uma etapa importante, pois a utilização de 

condições severas de processos, como alto tempo de residência, alta temperatura e/ou 

concentração de ácidos, é responsável pela formação de inibidores, que consistem em 

hidroximetilfurfural (HMF), furfural, ácidos fracos (ácido acético e ácido fórmico) e compostos 

fenólicos (PALMQVIST, 2014) 
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O pré-tratamento alcalino caracteriza-se pela obtenção de duas correntes, uma sólida e 

outra líquida. A corrente sólida possui alta digestibilidade, pois parte da lignina e dos grupos 

acetil e vários grupos de ácido urânicos são removidos ou substituídos na hemicelulose. A 

corrente liquida é rica em lignina, acetato, extrativos e produtos da degradação dos açúcares 

(KARP et al., 2015; CARVALHO et al., 2015). O hidrolisado lignocelulósico obtido após a 

etapa de hidrólise da corrente solida possui como característica a ausência de ácido acético, que 

em concentrações acima de 2-5 g.L-1 inibe a fermentação da xilose (NAKANISHI et al., 2017) 

por S. passalidarum. 

2.3.2. Hidrólise enzimática 

A hidrólise consiste na etapa onde ocorre a conversão dos polissacarídeos em 

monômeros e esse processo pode ser realizado enzimaticamente pela utilização de celulases, 

hemicelulases e β-glicosidases ou através de ácidos (diluído ou concentrado), como o sulfúrico 

(MOSIER, et al., 2005, KUMAR et al.; 2009). 

O processo com ácido diluído é facilmente realizado e requer pouco tempo, porém 

possui baixa seletividade, o que resulta em baixa conversão da celulose em glicose, tendo 

consequentemente baixa produção de bioetanol. Nesse processo em geral se utilizam 

concentrações de ácidos equivalente a 2-5% e temperatura na faixa de 160 a 230 °C. A 

hemicelulose pode ser facilmente hidrolisada com ácido diluído sob condições moderadas, 

entretanto, extremas condições são requeridas para a celulose (KUMAR et al.; 2009). 

O processo com ácido concentrado possui alto rendimento de bioetanol, uma vez que 

100% da celulose é convertida em glicose.  Nesse processo concentrações de ácido equivalente 

a 10-30 % são utilizadas, temperatura menor que 50 °C e pressão atmosférica; contudo, são 

requeridos equipamentos altamente resistentes a corrosão e há formação de inibidores. Nesse 

processo a fração hemicelulósica é degradada mais rapidamente que a fração de celulose, 

resultando em exposição de monossacarídeos a um longo tempo reacional, levando a perda e 

degradação dos açúcares e formação de inibidores. Para um processo viável e ambientalmente 

correto é necessário que seja realizada a recuperação do ácido (KUMAR et al.2009, RABELLO, 

2010). 

Em relação ao processo químico, a hidrólise enzimática possui como vantagem a 

utilização de condições moderadas, ser um processo não corrosivo e ter alta seletividade. 

Durante esse processo o uso de celulases, hemicelulases, β-glicosidases e enzimas acessórias, 

é necessário para a quebra dos polissarídeos da biomassa (GOTTSCHALK e BOM, 2010). 
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A conversão da celulose em glicose por via enzimática (Figura 3) consiste na utilização 

das enzimas endoglucanases (EG, E.C. 3.2.1.4), exoglucanases ou celobiohidrolases (CBH, 

E.C.3.2.1.91) e β-glicosidases (β-G, E.C. 3.2.1.21). Nesse processo a endoglucanase atua 

internamente na celulose expondo as terminações redutoras e não redutoras, onde a 

exoglucanase realiza a quebra em celobiose e celuoligossacarídoas, em que a celobiose é 

convertida pela β-glicosidase em duas moléculas de glicose (GOTTSCHALK e BOM, 2010). 

Figura 3. Modelo clássico de degradação da celulose 

 

Fonte: DUTTA e WU, 2014. 

A despolimerização da xilana presente na hemicelulose é realizada pela ação das 

enzimas endo-β-1,4-xilanases (E.C.3.2.1.8), exo-β-xilosidase (E.C.3.2.1.37) e pelas enzimas de 

desconstrução como acetil-xilanaesterase (E.C.3.1.1.72), α-arabinofuranosidase (E.C.3.2.1.55), 

acetilmannanesterase (E.C.3.1.1.6), ácido feruloilesterase (E.C.3.2.1.73), p-cumarilícoesterase 

(E.C.3.2.1.73) e α-glucuronidase (E.C.1.139). A representação da ação dessas enzimas está 

demonstrada na Figura 4. 
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Figura 4. Modelo clássico de degradação enzimática da hemicelulose 

   

  Fonte: DUTTA e WU, 2014. 

2.2. Fermentação de pentoses 

 No Brasil, o processo fermentativo de produção de bioetanol 1G é consolidado nas 

usinas sucroalcooleiras. Esse processo foi criado por Firmino Boinot em 1930 nas destilarias 

da região de Melle e vem sendo aperfeiçoado para a realidade brasileira nos últimos 30 anos 

(BASSO et al., 2008; AMORIM et al., 2011; GOMBERT e MARIS, 2015).  

O processo Melle-boinot (Figura 5) se caracteriza pela utilização de alta densidade 

celular de 10-17 % (m/v), período fermentativo de 6 a 12 horas, concentração final de etanol de 

7 a 11 % (v/v), temperatura de 32-35 °C, reuso celular e tratamento ácido ao término de cada 

ciclo fermentativo (controle da contaminação bacteriana) (BASSO et al., 2008; AMORIM et 

al., 2011; GOMBERT e MARIS, 2015). 
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Figura 5. Processo Melle-boinot de fermentação 

 

Fonte: Adaptado de AMORIM et al., 2011 

 

S. cerevisiae é atualmente a levedura amplamente utilizada na fermentação 1G, uma vez 

que apresenta produção de bioetanol em anaerobiose, rendimentos próximos ao estequiométrico 

(0,51 g de bioetanol por g de açúcar consumido) e alta tolerância à inibidores e à pressão 

osmótica, contudo, não converte naturalmente xilose em bioetanol (HAHN-HÄGERDAS et al., 

2007; GOMBERT e MARIS, 2015; SU, WILLIS, JEFRIES, 2015). Essa conversão é de grande 

interesse no processo fermentativo 2G para a diminuição de custos de capital e operação, pois 

33 % dos açúcares gerados na etapa de hidrólise são proveniente da xilana (polímero formado 

por xilose) (PARACHIN; ALMEIDA, 2013).  

Um grande número de leveduras é capaz de consumir naturalmente xilose e arabinose, 

entretanto, apenas 1 % aproximadamente possuem a capacidade de converter xilose em 

bioetanol (HAHN-HÄGERDAS et al., 2007). 

Scheffersomyces stipitis (anteriormente Pichia stipitis) e Scheffersomyces shehatae 

(anteriormente Candida shehatae) são exemplos dessas leveduras. Um dos maiores desafios na 

utilização industrial dessas leveduras é o controle do fornecimento de oxigênio dissolvido, 

necessário para a maximização da produção de bioetanol e consumo de xilose. Altas 

concentrações de oxigênio resultam em crescimento celular e baixa produção de bioetanol, 

enquanto que oxigênio insuficiente tem como consequência baixas velocidades de consumo de 

xilose e acúmulo de xilitol. Outro fator negativo é a incapacidade de realizar simultaneamente 
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o consumo de glicose e xilose, devido à repressão do gene de assimilação de xilose na presença 

de glicose (LONG et al, 2012; SU, WILLIS e JEFFRIES, 2015). 

Em leveduras naturalmente fermentadoras de xilose a conversão desse açúcar (Figura 

6) inicia-se pela redução da xilose em xilitol pela enzima xilose redutase (XR), seguida pela 

oxidação do xilitol em xilulose através da enzima xilitol desidrogenase (XDH). Para a entrada 

na via pentose fosfato, a xilulose é fosforilada e convertida em xilulose-5-fosfato, onde nesta 

via é convertido em gliceraldeído-3-fosfato e reduzido para etanol. Para isso, as enzimas 

envolvidas requerem cofatores, em que XR na maioria dessas leveduras possui especificidade 

dupla de cofator, NADPH ou NADH, existindo normalmente preferência por NADPH. A 

enzima XDH possui um único cofator NAD+, que em concentrações insuficientes resulta em 

acúmulo de xilitol e bloqueio do metabolismo de xilose. Um modo de regenerar NAD+ por meio 

do NADH é o fornecimento controlado de oxigênio, contudo, em processos industriais existe 

uma grande dificuldade e um alto custo (HOU, 2012; KWAK e JIN, 2017).  
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Figura 6. Proposta das vias metabólicas incluindo glicólise, via das pentoses fosfato, acúmulo de poliol e ciclo de Krebs simplificado em leveduras 

naturalmente fermentadoras de xilose. 

 

Fonte: SU, WILLIS, JEFRIES, 2015
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2.3. Spathaspora passalidarum 

O gênero Spathaspora foi proposto por Nguyen et al. (2006) para acomodar a espécie 

S. passalidarum, uma levedura naturalmente fermentadora de xilose isolada do interior de 

besouros pertencentes à família Passalidae (BARBOSA et al., 2009; LIMA et al., 2015). 

 A literatura disponível descreve que essa levedura é capaz de assimilar 

simultaneamente xilose e glicose em aerobiose, metabolizar xilose tão rapidamente quanto 

glicose em meio composto por esses açúcares individualmente e co-fermentar glicose, xilose e 

celobiose em condição de limitação de oxigênio (LONG et al., 2012). S. passalidarum apresenta 

maior consumo de xilose e conversão em bioetanol na condição de anaerobiose em comparação 

com S. stipitis, levedura amplamente estudada para consumo de xilose (VERAS et al., 2017; 

ACEVEDO, CONEJEROS, AROCA, 2017). O consumo simultâneo de glicose e xilose precisa 

ser melhor estudado, uma vez que está característica está associada a linhagem estudada.  

S. passalidarum e S. stipitis são relacionados em perspectiva ambiental e taxomicamente 

(Figura 7). Ambas as leveduras são encontradas no intestino de larvas e besouros adultos e 

pertencem ao clado “CUG” de leveduras que substituem a serina por leucina quando se encontra 

um CUG em seu RNA mensageiro (SU, WILLIS e JEFFRIES, 2015).  

Figura 7. Filogenia de máxima probabilidade de concatenação de alinhamento de 136 genes 

ortólogos universais, com valores de bootstrap 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: WOHLBACH et al., 2011 

Acredita-se que as características de S. passalidarum estão associadas a sua evolução 

em ambiente de limitação de oxigênio e disponibilidade de açúcares celulósico e hemicelulósico 

(SU, WILLIS e JEFRIES, 2015). O melhor desempenho dessa levedura na conversão de xilose 

à bioetanol em anaerobiose em relação à S. stipitis pode estar associada com a preferência da 
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enzima XR pelo co-fator NADH (enquanto que em S. stipitis a preferência é por NADPH), que 

satisfaz o NAD+ requerido pela enzima XDH através da reoxidação de NADH (HOU, 2012; 

LONG et al., 2012).  Em análises de atividade enzimática, XR de S. passalidarum apresentou 

1,8 vezes mais afinidade por NADH do que NADPH, enquanto que XR de S. stipitis apresentou 

1,6 mais afinidade por NADPH do que NADH (HOU, 2012).  

Hou (2012) realizou o estudo de consumo de xilose em anaerobiose (ensaio em frasco 

de anaerobiose) e em aeróbiose (erlenmeyers com tampão de algodão e agitação de 120 rpm). 

Em aerobiose demonstrou-se que S. passalidarum MYA-4335 é capaz de crescer e produzir 

bioetanol com uma única fonte de carbono (glicose ou xilose) e possui consumo simultâneo de 

glicose e xilose em uma mistura desses açúcares. Em anaerobiose verificou-se que é necessário 

que a glicose esgote para o início do consumo de xilose e tem-se melhor crescimento celular 

em meio composto unicamente por glicose, porém se obtém mais bioetanol em meio composto 

por xilose. 

Resultados semelhantes foram obtidos por Long et al. (2012) ao realizar o estudo da 

fermentação simultânea de glicose, xilose e celobiose por S. passalidarum NRRL Y-27907. Em 

experimentos em aerobiose (injeção de 0,1 volume de ar por volume de meio (vvm) e 700 rpm) 

verificou-se que o crescimento celular pode ser até 20% maior em glicose do que xilose, sendo 

todo o açúcar consumido destinado a produção celular, não havendo produção de etanol. Em 

fermentações anaeróbicas (inicialmente 2,1 % de oxigênio saturado e injeção 90:10 

nitrogênio:ar) obteve-se três vezes mais bioetanol em meio composto unicamente por xilose. 

O efeito da aeração na produção de bioetanol por S. passalidarum NRRL Y-27907 foi 

estudo por Su et al. (2015) e nesse trabalho verificou-se que o aumento do oxigênio dissolvido 

no meio de fermentação resulta em decréscimo de produção de bioetanol. Esse resultado pode 

ser justificado pelo fato dessa levedura ser Crabtree negativa, e necessitar de limitação em O2 

para desviar o metabolismo para a produção de etanol. Vale ressaltar que nos trabalhos descritos 

acima (HOU, 2012; LONG et al., 2012 e SU, WILLIS e JEFFRIES, 2015) os termos aerobiose 

e anaerobiose são tratados de forma distinta entre si, o que dificulta a comparação. No nosso 

conhecimento a condição de anaerobiose é referente à inexistência de O2 no sistema de 

fermentação no momento da inoculação (necessidade de injeção de N2 previamente à 

inoculação) e aerobiose é referente à um sistema em que existe frequente alimentação de O2 

dissolvido no sistema. 

Outro trabalho que deve ser destacado é o realizado por Nakanishi et al (2017). 

Fermentações em hidrolisado lignocelulósico obtido por meio de pré-tratamento alcalino 
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seguido de hidrolise enzimática em alta concentração de S. passalidarum NRRL Y-27907, 

reuso de células e decréscimo de temperatura ao passar dos reciclos celulares foram realizados. 

As estratégias adotadas resultaram em redução do tempo de consumo dos açúcares (glicose e 

xilose) de 40 h para 25 h e conversão simultânea de glicose e xilose na temperatura de 27°C em 

fermentações sem controle de oxigênio. 

Na Tabela 2, é apresentada uma síntese dos parâmetros fermentativos dispostos na 

literatura para a S. passalidarum. 
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Tabela 2. Resumo de parâmetros cinéticos de fermentações com S. passalidarum obtidos a partir de dados da literatura: Produtividade volumétrica 

de etanol (Qe) (g.L-1. h-1), fator de conversão de substrato em etanol (Yet/s) (g.g-1), etanol título (g.L-1). 

Cepa 

  

Sistema  Concentração de Oxigênio 

(O2) 

Meio 

fermentativo 

Concentração 

inicial de 

açúcares (g.L-1) 

Tempo 

(h) 

Qe 

(g.L-1. h-1) 

Yet/s 

(g.g-1) 

Etanol Título 

(g.L-1) 

Fonte 

MYA- 4335 Frasco 
anaeróbico  

Anaerobiose Sintético Glicose (30)     
Xilose (30) 

95 0,31 0,48 29 Hou (2012) 

MYA- 4335 Erlenmeyer  Aerobiose  Sintético Glicose (30) 
Xilose (30) 

24 1,04 0,42 25 Hou (2012) 

Y-27907  Bioreator Limitação de O2 (2,1 %) Sintético Glicose (100) 36 0,72 0,31 36 Long et al. (2012) 

Y-27907  Bioreator Limitação de O2 (2,1 %) Sintético Xilose (90) 36 1,14 0,41 36 Long et al. (2012) 

Y-27907 Erlenmeyer 2,47 mmolO2.L-1.h-1 Sintético Glicose (120)            
Xilose (30) 

48 0,65 0,43 31 Su et al., (2015) 

CBS 10155T Erlenmeyer 1-2 mmolO2.L-1.min-1 Sintético Xilose (50) 24 0,85 0,48 21 Cadete et al., (2016) 

CBS 10155T Erlenmeyer 10-15 mmolO2.L-1.min-1 Sintético Xilose (50) 18 1,12 0,48 20 Cadete et al., (2016) 

Y-27907 Bioreator Limitação de O2 Sintético Xilose (40) 55 0,30 0,45 16 Veras et al., (2017) 

Y-27907 Frasco 
Anaeróbico 

Anaerobiose Sintético Xilose (40) 120 0,04 0,16 5 Veras et al., (2017) 

Y-27907 Bioreator Sem controle Licor alcalino Glicose (48)            
Xilose (12) 

40 0,28 0,32 20,9 Nakanishi et al., 
(2017) 

Y-27907 Erlenmeyer Microaerofilia Auto 
hidrolisado de 

Eucalipto  

Glicose (80)       
Xilose (12) 

120 0,09 0,22 11 Morales et al. (2017) 

Y-27907          
Evoluída  

Erlenmeyer Microaerofilia Auto 
hidrolisado de 

Eucalipto  

Glicose (80)       
Xilose (12) 

120 0,55 0,36 66 Morales et al. (2017) 
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2.4. Contaminação bacteriana  

A natureza do processo Melle boinot nas usina 1G no Brasil, que é caracterizado pelo 

processamento em larga escala (tanques de 0,5 a 3 milhões de litros) e pelo reuso de célula, 

resulta na impossibilidade de obtenção de condições assépticas e na propagação de 

microrganismo contaminantes pelo reuso celular. Nessas condições, os microrganismos 

contaminantes predominantes são as bactérias, o que tem como consequência a diminuição do 

rendimento fermentativo, floculação das células de levedura e perda de viabilidade celular 

(OLIVA-NETTO e YOKOYA, 1994; AMORIM et al., 2011; BASSO et al., 2014). 

Em dornas de fermentação a contaminação pode ocorrer de dois modos distintos: 

diretamente ou indiretamente. No modo direto, os microrganismos contaminantes são 

provenientes de materiais adicionados ao fermentador, como mosto, inóculo ou através da 

formação de aerossóis. No modo indireto, os microrganismos contaminantes encontram-se nas 

linhas de transferência ou de água (MUTHAIYAN, LIMAYEM, RICKE, 2011). 

Economicamente, contaminações bacterianas em valores superiores a 107 UFC.mL-1 

representam prejuízos, por causa da diminuição do rendimento alcoólico em função do desvio 

da fonte de carbono para crescimento e manutenção dos contaminantes. Estima-se que essa 

perda pode variar de 1 a 5% na eficiência fermentativa, o que pode corresponder a 

aproximadamente 20.000 litros de bioetanol ao dia que não são produzidos pelas destilarias 

brasileiras (AMORIM et al., 2011) 

Dentre os gêneros de bactérias gram-positivas e gram-negativas isoladas do processo 

estão Pediococcus, Enterococcus, Acetobacer, Gluconobacter, Clostridium, Lactobacillus e 

Bacillus. Devido ao rápido crescimento e à tolerância a altas temperaturas (30-45°C), baixo pH 

e altas concentrações de bioetanol, o principal contaminante encontrado nas usinas 

sucroalcooleiras são as bactérias ácido láticas (BAL) (BISCHOFF et al., 2009; BREXÓ e 

SANT’ ANA, 2017). Estima-se que nas dornas brasileiras encontram-se valores entre 6,0x105 

a 8,9x108 UFC.mL-1, sendo que majoritariamente pertencentes ao gênero Lactobacillus 

(LUCENA et al., 2010). 

Essa informação foi confirmada por Bonatelli et al (2017) ao realizar o estudo de dornas 

de fermentação de etanol 1G em processo batelada alimentada e contínuo. Em ambos os 

processos foram encontrados mais de 35 gêneros de bactérias, sendo que pelo sequenciamento 

16s rDNA se verificou que 92-99 % das bactérias são pertencentes ao gênero Lactobacillus. 

Metabolicamente as BAL (Bactérias Ácido Láticas) podem ser classificadas em: 

homofermentativas ou heterofermentativas. As BAL homofermentativas são caracterizadas por 
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realizar a assimilação de hexoses através da via glicolítica, onde 1 mol de hexoses resulta na 

formação de 2 mols de ácido lático e 2 mols de ATP. As BAL heterofermentativas caracterizam-

se pela conversão de hexoses em ácido lático, etanol, acetato e dióxido de carbono, com 

produção de 1 ATP. Apesar dessa divisão, isolados de BAL provenientes de processos 

industriais apresentaram ambas as características (BASSO et al, 2014). 

O efeito da contaminação por BAL em processos fermentativos está relacionado com o 

seu metabolismo. Uma vez que existe competição por nutrientes entre a bactéria e levedura e 

produção de ácidos orgânicos (ácido lático e/ou ácido acético) pela bactéria (BECKNER, IVEY 

E PHISTER; 2011, ROACH et al.; 2013). 

O acúmulo de ácidos orgânicos é descrito como o fator com maior impacto nos 

processos fermentativos, em razão de serem capazes de permear a membrana celular e dissociar 

em H+, resultando na acidificação do citoplasma celular. Entretanto outros compostos podem 

estar associados ao processo inibitório (Figura 8), como diacetil, reuterina e compostos 

proteicos (BECKNER, IVEY E PHISTER; 2011, ROACH et al.; 2013).  

 Diacetil é um composto produzido por BAL que inibe leveduras e bactérias gram-

positivas, em concentrações superiores à 200 µg.mL-1 tem efeito inibitório sobre Candida 

lipolytica, Deboryomyces cantarelli e Rhodototula tubra. Reutina é um produto intermediário 

do metabolismo de glicerol por BAL, esse composto é um antibiótico que atua contra diferentes 

microrganismos como bactérias gram-positivas e gram-negativas e fungos, especialmente do 

gêneros: Candida, Torulopsis, Saccharomyces, Aspergillus e Fusarium.  Compostos proteicos 

também estão associados à inibição do desenvolvimento de leveduras, um exemplo é um 

peptídeo de cadeia média produzido por Lactobacillus pentosus que possui efeito fungicida 

contra Candida albicans e um peptídeo de cadeia curta e termicamente estável produzido 

Lactobacillus corynidormis que apresenta efeito antifúngico sobre leveduras e bolores. O efeito 

antifúngico também foi verificado para um ácido graxo hidroxilado produzido por 

Lactobacillus plantarum que possui efeito inibitório em leveduras na concentração de 10-100 

µg. mL-1 (BECKNER, IVEY E PHISTER; 2011) 
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Figura 8. Sumário de compostos produzido por diferentes BAL. 

 

Fonte: BECKNER; IVEY; PHISTER,2011. 

A floculação é outro fator associado com a diminuição do rendimento fermentativo, pois 

pode ser associada com a produção de gomas, ácidos e toxinas, tendo como consequência a 

diminuição da viabilidade celular e dificuldades no processo de centrifugação, o que resulta em 

sedimentação e acúmulo no fundo das dornas (CARVALHO-NETTO et al., 2015; BREXÓ e 

SANT’ ANA, 2017). 

Leveduras podem apresentar naturalmente característica floculante quando apresentam 

os genes da família FLO e seus reguladores transcripcionais. No entanto, em processos 

industriais, apesar da utilização de leveduras não-floculantes, verifica-se a presença de 

fermentações com essa característica, nesse caso estando relacionada com co-agregação entre 

bactéria e levedura (CARVALHO- NETTO et al., 2015). 

Lactobacillus são importantes para a indução da floculação das leveduras, 

especialmente Lactobacillus fermentum, frequentemente isoladas de cubas floculadas. Do 

ponto de vista ecológico, a capacidade de induzir a floculação resulta, para as leveduras, em 

dificuldade de crescimento e absorção dos nutrientes presentes, o que permite o estabelecimento 

das bactérias (BREXÓ e SANT’ ANA, 2017). 

Com o objetivo de controlar a contaminação bacteriana e seus efeitos em fermentações 

industriais, diferentes estratégias são adotadas pelas usinas sucroalcooleiras. Dentre elas estão 

a aplicação de tratamento ácido, antibióticos, derivados de lúpulo e biocidas químicos 

(AMORIM et al, 2011). 
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A etapa de tratamento ácido do creme de leveduras, resultante da centrifugação do vinho 

ao término da fermentação, é incorporada ao processo Melle-boinot como uma estratégia para 

o controle da contaminação e diminuição da floculação causada por bactérias. Esse tratamento 

consiste em lavagens das células com ácido sulfúrico diluído em um pH de 1,8 a 2,5 pelo 

período de 2 a 3 horas antes do início de um novo ciclo fermentativo (WHEALS et al., 1999; 

AMORIM et al., 2011).  

Outra alternativa para conter a contaminação em processos 1G é o uso de antibióticos 

como a penicilina, estreptomicina, tetraciclina, virginiamicina, monesina ou uma mistura 

destes. Entretanto, a utilização desses antibióticos representa um aumento de custo para o 

processo e é uma questão de saúde pública, uma vez que resíduos desses antibióticos podem 

ser vinculados na levedura seca e vinhaça, que são utilizados respectivamente na produção de 

produtos para alimentação animal e como fonte de nutriente para o solo na produção de cana-

de-açúcar. A utilização desses antibióticos está associada com aumento de bactérias resistentes 

a esses compostos (MUTHAIYAN e RICKE; 2010; COSTA et al., 2018), principalmente no 

solo, uma vez que a vinhaça é utilizada para irrigar as plantações de cana.  

Para a produção de bioetanol de segunda geração os trabalhos disponíveis sobre 

contaminação bacteriana são escassos. Têm-se como trabalhos disponíveis na literatura os 

desenvolvidos por Schell et al (2007) e Albers et al (2011). Em ambos os trabalhos, S. cerevisiae 

foi utilizada como levedura produtora de etanol, sendo S. cerevisiae L1400 e S. cerevisiae LNH-

ST (geneticamente modificada –OGM) utilizada por Schell et al (2007) e S. cerevisiae 

CCUG53310 utilizada por Albers et al (2011). Schell et al (2007) verificaram que em escala 

piloto para a produção de bioetanol de palha de milho (pré-tratamento ácido), foram requeridas 

seis semanas para o aparecimento da contaminação, sendo isoladas as espécies L. brevis e L. 

plantarum. Albers et al (2011) observaram que em hidrolisado obtido de madeira, as bactérias 

desenvolveram-se apenas na presença da levedura e bactérias da espécie Acectobacter causam 

mais danos para o processo do que espécies de Lactobacillus. Nesse trabalho isolou-se L. 

buchneri, L. plantarum e bactérias da espécie Acectobacter e utilizou-se L. fermentum como 

controle. 

2.5.  Lactobacillus fermentum 

 L. fermentum é uma bactéria Gram-positiva encontrada em diferentes habitats, como 

alimentos naturalmente fermentados e na microflora humana. Assim como outras bactérias 

pertencentes ao gênero Lactobacillus, essa bactéria caracteriza-se por ser anaeróbica 
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facultativa, catalase-negativa, não formadora de esporos (GOLDSTEIN, TYRELL, CITRON, 

2015; ZHANG et al., 2016).  

Nas usinas de bioetanol 1G, L. fermentum é um dos principais contaminantes e possui 

alta resistência ao processo (LUCENA et al., 2010). As consequências da contaminação por L. 

fermentum em fermentações alcoólicas são muito bem conhecidas e descritas na literatura. A 

presença dessa bactéria em dornas de produção de etanol está relacionada com a co-agregação 

celular (CARVELHO-NETTO et al., 2015), alta produção de ácidos orgânicos e decréscimo na 

produção de etanol (REIS et al., 2018). 

 Basso et al. (2014) realizaram o estudo comparativo do efeito da contaminação por L. 

plantarum (FT-025B, homofermentativa) e L. fermentum (FT-230B, heterofermentativa) em 

fermentação em mosto composto de melaço e caldo de cana nas condições do processo 1G. Os 

autores verificaram que L. fermentum possui maior impacto sobre o processo fermentativo do 

que L. plantarum, o que pode ser justificado pelo sucesso de L. fermentum em competir com a 

levedura pelos nutrientes. 

Costa et al (2018) estudaram o efeito do tratamento ácido sobre L. fermentum em 

fermentação 1G. Nesse trabalho, os autores verificaram que o tratamento ácido é efetivo no 

controle da população dessa bactéria, uma vez que reduz em 4 ciclos decimais as unidades 

formadoras de colônia viáveis (aproximadamente de 1010 para 106, em cultura pura). Entretanto, 

utilizando a condição do processo 1G, tratamento com ácido sulfúrico em pH 2,0 por 2 h, não 

se verifica a completa eliminação dessa bactéria. 

2.6. Secretoma de microrganismos  

 Conforme Greenbaum et al. (2001), proteoma pode ser definido como as regiões 

codificantes de proteínas no genoma. Parte considerável dessas proteínas são classificadas 

como secretoma, que consistem em proteínas secretadas pela célula, ancoradas na parede 

celular ou envolvidas na via de secreção (HUANG et al., 2011). 

 Secreção de proteínas é um importante processo, tanto para células procariontes, como 

para células eucariontes, uma vez que incluem fatores de crescimento, citocinas inflamatórias, 

fatores de coagulação, proteínas de matriz extracelular, proteases e inibidores.  Além disso, é 

descrito pela literatura que essas proteínas possuem importante papel na atividade extracelular, 

incluindo comunicação célula-célula, interação célula-matriz e resposta imune celular 

(GIARDINA, SRANLEY, CHIANG, 2014; SMEEKENS, XIAO, WU, 2017).  

Em bactérias a secreção de proteínas está relacionada com a comunicação molecular 

entre bactéria-hospedeiro e pode ser utilizada como forma de monitorar o desenvolvimento 
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bacteriano. Em fungos de parede celular espessa a secreção de proteínas é responsável pela 

formação e manutenção da parede celular, separação celular e obtenção de nutrientes 

(SÁNCHES et al., 2009; GIARDINA, SRANLEY, CHIANG, 2014). 

 A secreção de proteínas pode ocorrer através de via metabólica clássica e não clássica. 

Na via clássica as proteínas apresentam um peptídeo sinal específico N-terminal que é 

responsável por direcionar as proteínas através do sistema de secreção. A secreção de enzimas 

e proteínas com ausência desse sinal é classificada como não clássica, e inclui enzimas 

metabólicas, fatores de translação e reguladores transcriptocionais (GIARDINA, SRANLEY, 

CHIANG, 2014). 

Poucos secretomas de leveduras e fungos filamentosos foram analisados 

experimentalmente. Análises computacionais de genomas de leveduras estimam que em média 

200 proteínas podem ser potencialmente excretadas por um único indivíduo (MATTANOVICH 

et al., 2009). Cortázar et al. (2014) estimaram o secretoma de 70 fungos através do 

SECRETOOL (http://genomics.cicbiogune.es/SECRETOOL/Secretool.php.), uma ferramenta 

disponível gratuitamente na internet, que realiza a determinação do secretoma através de uma 

sequência de aminoácidos. Para a S. passalidarum NRRL Y-27907, com um genoma com 

tamanho 13.182.099 bp, os autores estimaram que essa levedura tem o potencial de secretar 100 

proteínas. 

Tendo em vista o modelo de processo utilizado em mais de 80% das destilarias nacionais 

(Melle Boinot com reciclo de células e tratamento ácido), conhecer ou estimar as proteínas 

excretadas durante o processo (tanto por leveduras quanto bactérias) pode fornecer subsídios 

para o controle da contaminação. É sabido que BAL necessitam de grandes quantidades de 

bases nitrogenadas (purina e pirimidinas) e aminoácidos para o crescimento (FITZPATRICK e 

O’KEEFFE; 2001), enquanto que leveduras Spathaspora possuem poucas exigências 

nutricionais para o crescimento (LONG et al.; 2012, NAKANISHI et al.; 2017). Verificar se 

estes nutrientes estão sendo potencializados pela lise de leveduras durante os reciclos ou o 

tratamento ácido ou se estão sendo eliminadas no processo de centrifugação é de extrema 

importância para o conhecimento profundo do sistema fermentativo estudado neste trabalho. 

http://genomics.cicbiogune.es/SECRETOOL/Secretool.php
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CAPÍTULO 3- METODOLOGIA EXPERIMENTAL 

 Esse capítulo apresenta os materiais e as métodos utilizados para o desenvolvimento 

desse trabalho. As análises foram divididas em três etapas: 1) Caracterização de L. fermentum; 

2) Fermentações em batelada alimentada com reuso celular e 3) Secretoma de fermentações em 

cultura pura (S. passalidarum) e co-cultura (S. passalidarum + L. fermentum). As etapas 1 e 2 

foram realizadas utilizando as estruturas do Laboratório Nacional de Ciência e Tecnologia em 

Bioetanol (CTBE) e a etapa 3 foi realizada no Laboratório Nacional de Biociência (LNBIO). 

Ambos os laboratórios são pertencentes ao Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais 

(CNPEM/ MCTI). Na Figura 9, apresenta-se um fluxograma descritivo com as análises 

realizadas em cada etapa. 

 

Figura 9. Fluxograma descritivo dos experimentos e das análises em cada etapa do projeto 
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3.1.  Microrganismos 

 S. passalidarum NRRL Y- 27907 (Coleção de cultura do serviço de pesquisa agrícola, 

Centro Nacional para pesquisa e utilização agrícola, Ilinóis, Estados Unidos da América) e L. 

fermentum I2 (Zimotec, Escola superior de agricultura “Luiz de Queiroz”, Piracicaba, Brasil) 

foram os microrganismos utilizados nesse projeto de pesquisa (Figura 10). S. passalidarum 

NRRL Y-27907 foi utilizada uma vez que é uma levedura naturalmente fermentadora de xilose 

e essa linhagem é amplamente estudada na literatura. L. fermentum I2 foi utilizado uma vez que 

é uma BAL isolada de uma dorna de fermentação do processo 1G. Ambos os microrganismos 

foram armazenados a -80 °C em estoque de glicerol 50 % (v.v-1).   

Figura 10. Microrganismos utilizados nesse projeto (imagem obtida em microscópio óptico). a) 

S. passalidarum (40 x) e b) L. fermentum (100 x). 

 

 

  

 

 

 

Fonte: Do autor 

3.2. Propagação dos Microrganismos 

3.2.1. S. passalidarum NRRLY- 27907 

A propagação de S. passalidarum NRRLY- 27907 foi realizada conforme metodologia 

descrita por Nakanishi et al (2017). Para isso realizaram-se três etapas: pré-inóculo, inóculo e 

propagação. 

A etapa de pré-inóculo consistiu na reativação da levedura pela adição de 1 mL da cepa 

estoque em um erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio estéril composto por (g.L-1):  

peptona (20), extrato de levedura (10), xilose (20). O erlenmeyer foi incubado em shaker por 

24 h a 30 °C e 200 rpm. 

Em seguida, o inóculo foi preparado através da adição de 25 mL do pré-inóculo em um 

erlenmeyer de 1 L contendo 250 mL de meio estéril composto por (g.L-1): extrato de levedura 

 b a  
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(3), ureia (2,3), sulfato de magnésio (MgSO4) (1,0), xilose (12), glicose (1,32). O inóculo foi 

incubado nas mesmas condições descritas acima por 15 horas. 

A etapa de propagação foi realizada em um biorreator de 3 L (Bioflo 115, New 

Brunswick, NJ) com volume útil de 1,8 L e porcentagem de oxigênio dissolvido mantido entre 

40 a 50% em relação a saturação com ar atmosférico e temperatura de 30 °C. Essa etapa 

consistiu de: batelada, pulso, batelada alimentada. 

A primeira etapa da propagação consistiu de um processo em modo batelada em que 

150 mL do inóculo foi adicionado no biorreator contendo 1,250 L de meio estéril composto por 

(g.L-1): melaço de cana-de-açúcar (30 ART), fosfato de potássio (KH2PO4) (2,0) e ureia (5,0). 

O biorreator utilizado nessa etapa foi previamente esterilizado em autoclave a 121 °C por 45 

min com água suficiente para diluir o melaço. 

Um pulso de 163 mL composto (g.L-1) por KH2PO4 (2,0) e ureia (5,0) foi realizado no 

tempo de 10-11 horas (tempo aproximado para o consumo total dos açúcares, monitorada por 

FT-MIR (Fourier transform mid-infrared spectroscopy)). Em seguida, a alimentação de melaço 

de cana-de-açúcar com vazão de 3 g ART.L-1.h-1 foi estabelecida. Após 18 horas de 

alimentação, a propagação foi finalizada e o vinho foi centrifugado de forma estéril a 15860 ×g 

durante 20 min. A massa de células obtida foi ressuspendida em água destilada estéril e 

armazenada em geladeira por no máximo 72 h até o início da fermentação. 

3.2.2. Propagação L. fermentum I2 

Lactobacillus fermentum I2 foi utilizado nesse trabalho para o estudo de co-cultivo com 

a levedura S. passalidarum NRRLY- 27907. L. fermentum I2 foi gentilmente cedida pelo Prof. 

Luiz Carlos Basso (ESALQ-USP) ao Laboratório Nacional de Ciência e Tecnologia do 

Bioetanol (CTBE-CNPEM). 

A propagação do L. fermentum I2 foi realizada conforme metodologia descrita por 

Lucas Lopes (dados não publicados). Para isso, utilizando uma alça estéril estriou-se em placas 

com MRS (Difco, EUA, Detroit) a cepa estoque e armazenaram-se as placas em estufa por 48 

horas a 30 °C.  

Partindo da placa inoculada, o pré-inóculo foi obtido pela transferência de três colônias 

para 100 mL de MRS em erlenmeyer de 150 mL. O estriamento em placa e o pré-inóculo foram 

feitos em duplicata. Os erlemeyers contendo o pré-inóculo foram incubados em shaker a 30 °C, 

50 rpm por 10 h. Em seguida, o inóculo foi obtido pela transferência de 4 mL do pré-inóculo 

para um erlenmeyer de 500 mL contendo 396 mL de MRS (10 % de pré-inóculo), o frasco foi 

incubado em shaker a 30 °C e 50 rpm por 15 h.  
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Ao final desse tempo o volume requerido para a obtenção da concentração de 108 UFC 

de L. fermentum/ mL foi centrifugado a 3100×g e 4 °C por 10 min em centrifuga eppendorf®. 

O pellet de célula obtido foi ressuspendido em solução salina. O volume de inóculo a ser 

centrifugado foi determinado conforme a curva de D.O (densidade óptica) a 600 nm versus 

UFC/mL obtido por Lucas Lopes (dados não publicados), em que 108 UFC/mL corresponde a 

0,289 de D.O a 600 nm. 

3.2. Caracterização do crescimento e consumo de açúcares por L. fermentum I2 em 

diferentes meios fermentativos. 

 A avaliação do crescimento e consumo de açúcares por L. fermentum I2 foi realizado 

em três meios distintos: MRS + xilose, Melaço e Meio sintético. O meio MRS + xilose foi 

obtido pela diluição do meio MRS da marca Difco seguido pela suplementação com xilose. Na 

Tabela 3, apresenta-se a composição dos meios analisados. 

Tabela 3. Composição dos meios MRS + Xilose, Melaço e Meio Sintético utilizados para o 

estudo do crescimento e consumo de açúcares pelo L. fermentum I2.  

MRS + Xilose  
Componentes Concentração (g.L-1) 

MRS (Man, Rogosa, Sharpe) (Difco, EUA, Detroit)* 35,0 

Xilose 6,0 
Glicose  14,0 

Melaço 
Componentes Concentração (g.L-1) 
Melaço (ART) 20,0 

K2HPO4 3,0 
Úreia  2,4 

MgSO4.7H2O 0,5 
Oligoelementos ** 1,0 mL.L-1 

Meio Sintético 
Componentes Concentração (g.L-1) 

Glicose  14,0 
Xilose  6,0 

K2HPO4 3,0 
Úreia  2,4 

MgSO4.7H2O 0,5 
Oligoelementos ** 1,0 mL.L-1  

* Composição (g.L-1): Peptona proteose n° 3 (10); Extrato de carne (10); Extrato de levedura (5); Polissorbato 80 (1); Citrato 
de amônio (2); Acetato de sódio (5); Sulfato de magnésio (0,1); Sulfato de manganês (0,05); K2HPO4 (2). 
** Composição (g.L-1):Ácido cítrico monohidratado (C6H8O7.H2O) (5,00); Sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO4.7H2O) 
(1,60); Sulfato de cobre (CuSO4.H2O) (0,05); Sulfato de manganês monohidratado (MgSO4) (0,05); Ácido bórico (H3BO3) 
(0,05); Molibdato de sódio monohidratado (NaMoO4.H2O) (0,05) e Sulfato ferroso monohidratado (FeSO4.H2O) (1).  
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Em todos os meios analisados a concentração de açúcares totais foi equivalente a 20 

g.L-1, em que MRS + Xilose e Meio sintético possuíam 14 g.L-1 de glicose e 6 g.L-1 de xilose. 

A metodologia utilizada nesse experimento foi baseada no trabalho de Basso et al (2014) e 

Zhang et al (2016). 

 Uma alíquota da suspensão celular de L. fermentum I2 (item 3.2.2) suficiente para a 

obtenção de 108 UFC/ mL foi transferida para um erlenmeyer de 150 mL contendo 100 mL do 

meio a ser avaliado.  Os erlemeyers foram incubados a 30° C, 50 rpm por 48 h e as amostragens 

foram realizadas nos tempos 0, 3, 6, 9, 24, 48 h. As amostras foram centrifugadas a 19090×g 

por 4,5 min. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e armazenado a –20 °C, 

para realização de análise de HPLC. O pellet de célula foi ressuspendido em água destilada e a 

D.O (densidade óptica) foi mensurada a 600 nm em espectrômetro óptico (Thermo Scientific®, 

Evolution 60s). Os experimentos foram realizados em duplicata. 

3.3. Fermentações em batelada alimentada com reuso celular  

 O efeito da contaminação por L. fermentum I2 no processo fermentativo de S. 

passalidarum foi analisado em sistema que mimetiza o processo de fermentação 1G, para tanto 

fermentações em cultura pura (S. passalidarum) e co-cultura (S. passalidarum + L. fermentum) 

utilizando sistema batelada alimentada com alta densidade, reuso celular e tratamento ácido 

foram realizadas.  

 As fermentações foram realizadas conforme metodologia adaptada de Nakanishi et al 

(2017). Para tanto, utilizou-se um biorreator Bioflo® 115 3L (New Brunswich Scientific Co, 

Inc., Edison, NJ) (Figura 11) com volume útil de 1,5 L, sendo 1/3 (v/v) referente ao pé-de-cuba 

e 2/3 (v/v) ao meio de alimentação. Como condições de processo utilizou-se temperatura de 30 

°C, agitação de 200 rpm e não foi realizado o controle e adição de oxigênio, o que resultou em 

uma anaerobiose natural devido à produção de CO2. Para cada condição realizou-se os 

experimentos em triplicata biológica e realizou-se 2 reciclos celulares (correspondente à 3 

ciclos fermentativos) 
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Figura 11. Esquema representativo do sistema para a realização das fermentações em batelada 

alimentada. 1. Balança semi-analítica (Shimadzu® UX4200S); 2. Frasco de alimentação; 3. 

Bomba peristáltica; 4. Biorreator Bioflo® 3 L (New Brunswich Scientific Co, Inc., Edison, NJ); 

5. Alimentação; 6. Saída; 7. Entrada de oxigênio; 8. Agitador; 9. pHmetro; 10. Condensador; 

11. Termômetro; 12. Trap. 

 

Fonte: Do autor 

 Conforme citado anteriormente, dois tipos de sistema foram testados; o primeiro 

consistiu de fermentações com cultura pura de S. passalidarum e, o segundo, em fermentações 

da co-cultura de S. passalidarum e L. fermentum. Em ambas as condições no tempo inicial de 

fermentação adicionou-se ao biorreator o pé-de-cuba com volume equivalente à 0,5 L. Na 

condição de cultura pura o pé-de-cuba continha apenas S. passalidarum na concentração de 60 

g.L-1 (em base seca). Na condição de co-cultura, além da levedura adicionou-se L. fermentum 

I2 na concentração de 108 UFC.mL-1 (com base no volume do pé-de-cuba). O biorreator foi 

previamente esterilizado com 0,8 L de solução salina em autoclave a 121 °C por 45 min, e essa 

solução foi drenada com o auxílio de uma bomba peristáltica antes da adição do pé-de-cuba. 

 Para a obtenção do pé-de-cuba determinou-se a concentração celular em base seca do 

creme de levedura ao término da propagação. Conhecendo-se esse valor, antes do início da 

fermentação calculou-se o volume requerido de creme de levedura para a obtenção de 30 g de 

célula seca. Esse volume foi transferido para uma caçapa estéril e centrifugado a 15860×g por 

20 min, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi suspendido em água destilada estéril até a 

obtenção de volume equivalente a 0,5 L. Para as fermentações em co-cultura com L. fermentum 

I2 adicionou-se uma solução de 108 UFC de bacteria.mL-1 ao pellet obtido após a centrifugação 

e dilui-se com água destilada até a obtenção do volume 0,5 L. 

1

2
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Pé-de-cuba

Volume útil 
(após 15 h)

Meio de 
alimentação

1

2

3

 Após a adição do pé-de-cuba iniciou-se, a alimentação com o meio de fermentação 

(Tabela 4) com vazão de 0,067 L.h-1 por 15 h. Ao término desse tempo estendeu-se a 

fermentação até o tempo total de 32 h com amostragem a cada 4 h.  

Tabela 4. Composição do meio de alimentação das fermentações em cultura pura                                   

(S. passalidarum) e co-cultura (S. passalidarum + L. fermentum). 

Nutriente  Concentração (g.L-1) 

Glicose 63,0 
Xilose 27,0 
Ureia 3,6 

MgSO4.7H2O 0,75 
K2HPO4 4,5 

Oligoelementos* 1,5 (mL.L-1) 
*Composição (g.L-1):Ácido cítrico monohidratado (C6H8O7.H2O) (5,00); Sulfato de zinco 
heptahidratado (ZnSO4.7H2O) (1,60); Sulfato de cobre (CuSO4.H2O) (0,05); Sulfato de manganês 
monohidratado (MgSO4) (0,05); Ácido bórico (H3BO3) (0,05); Molibdato de sódio monohidratado 
(NaMoO4.H2O) (0,05) e Sulfato ferroso monohidratado (FeSO4.H2O) (1). 

A composição do meio de alimentação teve como base a razão glicose:xilose de um 

hidrolisado lignocelulósico obtido por pré-tratamento alcalino e a suplementação foi realizada 

conforme Long et al (2012). Nesse projeto não se adicionou extrato de levedura para a 

suplementação, diferentemente de Nakanishi et al (2017) e Santos et al (2016), uma vez que 

esse suplemento poderia interferir nas análises de secretoma.  

Na Figura 12 apresenta-se um esquema do biorreator após o início da alimentação. 

Figura 12. Esquema representativo do biorreator após o início da alimentação. 1. 

Balança semi-análitica, 2. Bomba peristáltica e 3. Biorreator 

 

 

 

 

Fonte: Do autor 

Ao passar 32 h, o vinho levedurado foi retirado de forma asséptica do biorreator e 

centrifugado a 15860×g por 20 min. O sobrenadante foi descartado e a célula foi ressuspendida 

em 0,5 L de água destilada estéril e submetida ao tratamento ácido. 
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HPLC.  Na fração sólida foram adicionados 1,5 mL de água destilada e realizou-se a 

ressuspensão do sólido com o auxílio de um vortex. O criotubo foi novamente centrifugado nas 

condições descritas acima. O sobrenadante foi descartado e a fração sólida foi seca em estufa a 

80 °C por 48 horas. Ao decorrer desse tempo, os criotubos foram transferidos para um 

dissecador até a obtenção de equilíbrio da temperatura com a ambiente e foram pesados em 

balança analítica. O cálculo da massa seca por litro foi realizado utilizando a Equação (1): 

 

 

                                                                                                                                      (1) 

Onde: Msc = Massa seca do criotubo + célula (g); Mc= Massa seca do criotubo (g); V= Volume 

da amostra (mL). 

3.4.2. Viabilidade celular 

A viabilidade celular da levedura foi determinada no início (0 horas) e ao término da 

fermentação (32 horas). Para isso, realizou-se a diluição da amostra (100 a 1000 vezes) com 

água destilada. Em seguida realizou-se a transferência de 900 µL de amostra diluída para um 

microtubo contendo 100 µL de azul de metileno. O microtubo foi agitado em vortex por um 1 

min e uma alíquota de 200 µL foi transferida para a placa de Neubaeur. A leitura da placa foi 

realizada em microscópio óptico com aumento de 40 vezes. As células coradas em azul foram 

contadas como mortas e as células incolores como viva. A viabilidade foi determinada pela 

Equação 2. 

                                                              (2) 

Onde: Cv = Células vivas; Cm = Células mortas  

3.4.3. Plaqueamento  

A concentração de levedura e bactéria em UFC.mL-1 foi determinada no pé-de-cuba (0 

horas) e no término de cada ciclo fermentativo (32 horas). Para isso, realizou-se a diluição 

seriada das amostras (10-1 a 10-12) seguido pelo plaqueamento de 100 µL da diluição a ser 

analisada em placas de MRS (Difco, EUA, Detroit) ou YPD. A diluição seriada foi realizada 

pela a adição 0,1 mL de amostra em 0,9 mL de solução salina (0,9 %) em um microtubo de 2 

mL estéril. 

Massa seca (g.L-1) =

. 100
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 Em seguida, realizou-se o plaqueamento de três diluições em duplicata. Para a 

determinação da concentração de bactéria realizou-se o plaqueamento por profundidade em 

MRS contendo 50 µg/mL de Ciclohexamida. Para a levedura o plaqueamento foi realizado em 

superfície em meio YPD 20% (peptona (20 g.L-1), extrato de levedura (10 g.L-1), glicose (20 

g.L-1)) com 200 µg/mL de ampicilina. Ambas as placas foram incubadas a 30 °C por 24-48 

horas. Em seguida realizou-se a contagem das diluições com número de colônias entre 30 e 

300.   

3.4.4. Determinação da concentração de açúcares, ácidos orgânicos e etanol 

A determinação da concentração de açúcares, ácidos orgânicos (ácido acético, ácido 

lático e ácido succinico), glicerol, xilitol e etanol foi realizada por cromatografia liquida de alta 

eficiência (HPLC). Para realização das análises as amostras foram filtradas em filtro de PVDF 

Millex 22 μm e diluídas com água destilada. Em seguida realizou-se a injeção das amostras em 

cromatográfo (Agilent Infinity 1260) equipado com detector refrativo índex e coluna 

cromatográfica HPX-87H Aminex (Bio-Rad, 300 x 7,8 mm). Como condição de análise 

utilizou-se a temperatura de 35 °C, fase móvel composta por 5 mM de H2SO4 diluído em água 

ultrapura e vazão de 0,6 mL.min-1. As análises foram realizadas pela equipe analítica do CTBE. 

3.5. Cálculos dos parâmetros fermentativos 

 O fator de conversão de açúcares em etanol (Yet/s) foi calculado pela razão entre o 

etanol produzido (g) e o açúcar consumido (g) (Equação 3): 

                                                                            (3) 

Onde: Yet/s = Fator de conversão dos açúcares em etanol; Ef = Massa de etanol final (g); Ei= 

Massa de etanol inicial (g); Afed = Massa de açúcares fornecidos (g); Ar = Massa de açúcares 

residual (g). 

O rendimento de etanol (%) foi obtido pela divisão do Yp/s por 0,511 conforme 

eficiência teórica de Gay-Lussac (0,511 g de etanol por grama de glicose consumida) e 

multiplicada por 100 para expressar o resultado em porcentagem (Equação 4): 

                                           (4) 

Onde: Rendimento (%) = Rendimento de etanol; Yet/s = fator de conversão de açúcares em 

etanol.  

= 
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O consumo de glicose (%) e consumo de xilose (%) foram calculados pela razão do 

açúcar consumido (g) pelo açúcar fornecido (g), multiplicado por 100 para expressar os 

resultados em porcentagem. 

O rendimento em relação ao açúcar total disponível (%) foi calculado pela razão de 

etanol produzido (g) pelo total de açúcares fornecido (g), em seguida o valor obtido foi divido 

por 0,511 e multiplicado por 100 (Equação 5). 

 

                                                         (5) 

Onde: 𝑅 ̅(%) = Rendimento em relação ao açúcar total disponível (%); Ef = Massa de etanol 

final (g); Ei= Massa de etanol inicial (g); Af = Massa de açúcares fornecidos (g). 

 O fator de conversão dos açúcares em produto (etanol, CO2, biomassa, glicerol, xilitol 

e ácidos orgânicos) foi calculado pela razão entre a massa de produto produzido (g) pela massa 

de açúcar consumido (Equação 6). 

                                                                           (6) 

Onde: Yp/s = Fator de conversão dos açúcares em produto; Pf = Massa de produto final (g); Pi= 

Massa de produto inicial (g); Afed = Massa de açúcares fornecidos (g); Ar = Massa de açúcares 

residual (g). 

 A massa de CO2 produzida (g) foi calculada considerando-se a Equação de Gay-Lussac 

(Equação 7) em que 1 mol de glicose (C6H12O6) é convertido em 2 mol de etanol (CH3CH2OH) 

e 2 mol de CO2 (FUGELSANG e EDWARD, 2007). 

                                                                                            (7) 

As curvas de consumo de glicose e xilose foram obtidas pela diferença entre a massa de 

açúcar fornecido (g) e massa de açúcar residual (g) (Equação 8). A curva de etanol produzido 

foi construída através da diferença entre a massa de etanol no tempo analisado (g) e a massa de 

etanol inicial (g) (Equação 9). 

 

= .100

=

→ 2 OH + 2 C
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                                                                 (8) 

                                                                                    (9) 

Onde: Ac (g) = Açúcar consumido (glicose ou xilose) (g); Caa = Concentração de açúcar na 

alimentação (g.g-1); Ma = Massa alimentada (g); Cap = Concentração de açúcar no pé-de-cuba 

(g.g-1); Mp = Massa pé-de-cuba (g); Cad = Concentração de açúcar na dorna (g.g-1); Md = Massa 

na dorna (g); Ep (g) = Etanol produzido (g); Ced = Concentração de etanol na dorna (g.g-1);        

Cep = Concentração de etanol no pé-de-cuba (g). 

 

As velocidades especificas (g.g-1.h-1) para consumo de substrato (µ s) e para formação de 

produto (µp) foram calculadas pelas Equações 10 e 11, respectivamente. 

                                                                                                                  (10) 

 

                                                                                                                                         (11) 

Onde: µ s= Velocidade especifica de consumo de substrato (g.g-1.h-1) (glicose ou xilose);               

X = Massa celular (g); -ds/dt = consumo de substrato em relação ao tempo; µp = Velocidade 

especifica de produção de produto (g.g-1.h-1) (etanol); dp/dt = formação de produto em relação 

ao tempo. 

 A razão de glicerol (KG) por etanol, razão de ácidos totais (ácido lático, ácido acético e 

ácido succínico) (KAC) e a razão de célula (Kc) por etanol são dadas pelas Equações 13, 14, 15. 

                                                                                                                                      (13) 

 

                                                                                                                                       (14) 

 

                                                                                                                                        (15) 

= 

µp= 

= 

= 

= 
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Onde: KG = Razão de glicerol por etanol (g/g); Mgf = Massa de glicerol final (g); Mgi= Massa 

de glicerol inicial (g); Mef = Massa de etanol final (g); Mei= Massa de etanol inicial (g);          

KAC= Razão de ácidos totais por etanol (g/g); Maf= Massa de ácidos totais final (g); Massa de 

ácidos totais inicial (g); Mci= Massa de célula inicial; Mcf = Massa de célula final; Kc = Razão 

de célula por etanol. 

3.6. Análise Estatística                      

Os resultados foram expressos por média ± desvio padrão. A determinação da diferença 

significativa foi realizada pela análise de variância seguida pelo Teste de Tukey com 5 % de 

nível de probabilidade (p <0,05).  A análise estatística foi realizada para comparação entre as 

médias dos ciclos (ciclo 1 x ciclo 2 x ciclo 3) dentro de uma mesma condição (cultura pura ou 

co-cultura) (representados por letras). E realizou-se outra análise comparando-se as condições 

cultura pura e co-cultura dentro do ciclo correspondente (ciclo 1 ou ciclo 2 ou ciclo 3) 

(representado por asterisco). 

3.7. Secretoma 

3.7.1. Obtenção e preparo da amostra 

 Para a realização dessa caracterização coletaram-se amostras de 45 mL dos tempos 0, 

16 e 32 horas dos ciclos fermentativos 1 e 3 das fermentações em cultura pura (S. passalidarum) 

e co-cultura (S. passalidarum + L. fermentum). Em seguida realizou-se a centrifugação da 

amostra por 10 min a 3100×g, o pellet de célula foi descartado e o sobrenadante foi congelado 

a -80 °C até o preparo da amostra. 

  O sobrenadante obtido foi concentrado em um concentrador centrífuga 10 kDa MWCO 

Vivaspin (GE Healthcare) (KAUPERT et al., 2016) (Figura 14) a 2790×g na temperatura de 4 

°C até a obtenção de 1 mL de amostra. Após essa etapa a concentração de proteína foi 

determinada pelo ensaio de Bradford (Bradford 1976), utilizando-se a albumina do soro de leite 

bovino como padrão. Em um microtubo adicionou-se uma alíquota da amostra com volume 

suficiente para a obtenção de 10 µg de proteínas totais e adicionou-se água destilada até o 

volume 220 µL. 
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Figura 14. Concentrador centrífuga 10 kDa MWCO Vivaspin (GE Healthcare) 

 

3.7.2. Digestão das proteínas 

 A digestão de proteínas foi realizada conforme o protocolo estabelecido pelo LNBIO 

(http://lnbio.cnpem.br/wp-content/uploads/2012/11/protocolo_digestao_solucao.pdf). Para 

tanto realizou-se a adição de solução aquosa de ureia 8M na proporção 1:1 amostra: solução, 

seguido pela etapa de redução através da adição de 5 mM de ditiotreitol (DTT) e incubação a 

56 °C por 25 min. Após esse tempo as proteínas foram alcalinizadas pela adição de 14 mM de 

Iodoacetamida (IAA) e incubadas por 30 min em temperatura ambiente e protegidas da luz. Ao 

término desse processo realizou-se a adição de 5 mM de DTT e novamente as amostras foram 

incubadas por 15 min na condição da etapa anterior. A concentração de ureia na amostra foi 

reduzida para 1,6 M através da diluição com bicarbonato de amônio 50 mM e posteriormente 

adicionou-se 1 mM de solução de cloreto de cálcio (CaCl2). A digestão das proteínas foi 

finalizada pela adição de 1 µg de tripsina (Promega) para cada 10 µg de proteína e incubação 

overnight na temperatura de 37 °C. A reação da enzima foi interrompida através da adição de 

0,4 % ácido trifluoacético, e o pH foi ajustado com esse mesmo ácido até a obtenção de pH 

inferior a 2. 

As amostras foram dessalinizadas através de colunas Sepak (Waters, C18) (Figura 15), 

secas em concentrador a vácuo (StageTips C18) e congeladas a -20 ° C até a injeção das 

amostras. 

 

 

 

 

http://lnbio.cnpem.br/wp-content/uploads/2012/11/protocolo_digestao_solucao.pdf
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Figura 15. Coluna Sepak (Waters C18) para dessalinização de amostras 

 

3.6.3. Análise em cromatografia líquida seguida por espectrometria de massa (LC-

MS/MS)  

As amostras foram reconstituídas em ácido fórmico 0,1 e a separação dos peptídeos 

presentes foi realizada por gradiente de hidrofobicidade em coluna C18 (100 µm x 100 mm) 

em cromatógrafo tipo nano Acquity Ultra Performance LC (Waters) acoplado a uma interface 

de ESI nanospray em um espectrômetro de massa do tipo Q-Tof Premier (Waters). Para isso 

utilizou-se fluxo de nanoeletrospray de 0,6 µL. min-1, gradiente de 2%-90% de acetronitrila em 

0,1% de ácido fórmico por 60 min. A voltagem utilizada no nanoelectrospray foi equivalente a 

3,5 kV com cone de voltagem igual a 30 V e temperatura igual a 100 °C.  

3.6.4. Análise de dados  

 Os dados gerados pelo Q-Tof foram processados através do programa Mascot Distiller 

v.2.3.2.0 (Matriz Science Ltd). Para a identificação das proteínas foi utilizado o programa 

Mascot Server v.2.3.01.0 (Matrix Science Ltda.), tendo como parâmetros uma clivagem perdida 

pela tripsina, modificação fixa de carbamidometilação, modificação variável de oxidação da 

metionina,0,1 Da de tolerância de massas para MS e 0,1 Da de tolerância de massas para 

MS/MS. As buscas foram realizadas utilizando o banco de dados para S. passalidarum contendo 

174 sequências e 75819 resíduos e para L. fermentum contendo 27134 sequências e 8268054 

resíduos. 
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CAPÍTULO 4- RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Caracterização do crescimento e consumo de açúcares por L. fermentum I2 em 

diferentes meios fermentativos. 

 O crescimento (Figura 16) e o consumo de açúcares (Figura 17) por L. fermentum I2 

foram avaliados em três meios distintos: MRS + xilose (glicose e xilose), melaço (glicose, 

frutose e sacarose) e meio sintético (glicose e xilose). O MRS suplementado com xilose foi 

utilizado nesse trabalho, já que é um meio rico e possui os nutrientes essenciais para BALs. O 

melaço, matéria-prima para produção de etanol 1G, foi utilizado pois Basso et al (2014) 

verificaram que L. fermentum FT-230 B é capaz de crescer e consumir açúcares nesse substrato 

na ausência da levedura. O meio sintético foi avaliado, uma vez que foi o meio utilizado nos 

experimentos de fermentação em batelada alimentada com reuso celular em fermentações em 

cultura pura (S. passalidarum) e co-cultura (S. passalidarum + L. fermentum).   

 Na Figura 16, é possível verificar que L. fermentum I2 é capaz de crescer em MRS + 

xilose e melaço, entretanto não foi capaz de crescer em meio sintético. Diferentemente do MRS 

+ xilose e melaço, o meio sintético é menos complexo e pobre em nutrientes como aminoácidos 

e vitaminas.  

 Em hidrolisado lignocelulósico de madeira obtido por tratamento ácido, Albers et al. 

(2011) também verificaram a incapacidade de 15 linhagens de Lactobacillus de crescer e manter 

a viabilidade nesse meio na ausência da levedura. Os autores acreditam que essa característica 

se deve a detoxificação do meio pela levedura e pelo fornecimento de nutrientes da levedura 

para a bactéria. Nesse trabalho, os autores verificaram que a suplementação com extrato de 

levedura não possui o mesmo efeito que a presença da levedura viva, desta forma as bactérias 

isoladas não foram capazes de se devolver e manter a viabilidade em hidrolisado suplementado. 

BALs possuem intensa competição com a levedura, contudo, acredita-se que exista uma 

dependência dessas bactérias por nutrientes fornecido pela levedura (BREXÓ e SANT’ ANA, 

2017). BALs possuem complexo fator de crescimento e requerem vitaminas do complexo B, 

diversos aminoácidos e purinas e pirimidinas (FITZPATRICK e O’ KEEFFE, 2001). 
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Figura 16. Perfil do crescimento de L. fermentum I2 em relação ao tempo obtido por densidade 

óptica (600 nm) nos meios MRS + xilose, melaço e meio sintético. 

 

 

Na Figura 17, apresenta-se o consumo de açúcares e produção de ácidos orgânicos e 

etanol por L. fermentum I2 em MRS + xilose, melaço e meio sintético. 

Em MRS + xilose foi possível verificar que L. fermentum I2 possui a capacidade de 

consumir glicose e xilose (Figura 17 a). Em meio composto por 10,88 ± 0,29 g.L-1 de glicose e 

7,89 ± 0,33 g.L-1 de xilose não se verifica a repressão do consumo de xilose pela presença da 

glicose, sendo os açúcares consumidos simultaneamente. O produto majoritário obtido nessa 

condição foi o ácido lático (15,90 ± 0,69 g.L-1), seguido por etanol (2,83 ± 0,04 g.L-1) e ácido 

acético (2,88 ± 0,0007 g.L-1). 

O resultado obtido foi condizente com o descrito por Zhang et al (2016), que 

demonstraram a capacidade do L. fermentum 1001 de fermentar simultaneamente glicose e 

xilose em hidrolisado de bagaço de milho detoxificado e suplementado. Para meio contendo 

2,49 g.L-1 de glicose e 9,68 g.L-1 de xilose obteve-se 6,69 g.L-1 de lactato e 5,22 g.L-1 de acetato. 

Para meio composto por 9,41 g.L-1 de glicose e 3,53 g.L-1 de xilose obteve-se a produção de 

5,85 g.L-1 de lactato, 1,84 g.L-1 de etanol e 2,1 g.L-1 de acetato. Moura et al. (2007) também 

verificaram a capacidade de L. fermentum ATCC 9338 de crescer em glicose e xilose com 

velocidade específica de crescimento de 0,09 e 0,32 h-1, respectivamente.  

 Em melaço (Figura 17 b), L. fermentum I2 consumiu toda glicose e frutose (3,53 ± 0,07 

g.L-1 e 3,28 ± 0,05 g.L-1, respectivamente), consumiu 2,56 ± 0,23 g.L-1 de sacarose (de um total 
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de 15,83 ± 0,16 g.L-1) e produziu 3,98 ± 0,02 g.L-1 de ácido lático, 0,97 ± 0,02 g.L-1 de ácido 

acético e 0,47 ± 0,03 g.L-1 de etanol.  

Nesse trabalho, não se verificou a preferência por glicose ou frutose, ambos os açúcares 

foram consumidos simultaneamente. Basso et al (2014) verificaram que em meio composto por 

mesma concentração de glicose e frutose, BALs heterofermentativas como L. fermentum FT-

230 B possuem consumo preferencial de frutose do que glicose. A conversão de acetil fosfato 

em acetato ao invés de etanol produz um ATP adicional, desta forma, um excedente de NAD+ 

pode ser alcançado, o que resulta em receptor de elétrons alternativo. Sobre condições de 

aerobiose, o oxigênio pode servir como um receptor de elétrons, porém sobre condições de 

anaerobiose e sob condição de limitação de oxigênio, frutose pode ser reduzida a manitol. Desta 

forma, frutose pode funcionar como um importante co-substrato para Lactobacillus 

heterofermentativas (BASSO et al., 2014). 

 Em meio sintético com glicose e xilose como fonte de carbono (Figura 17 c), L. 

fermentum não foi capaz de assimilar xilose e consumiu 0,31 ± 0,12 g.L-1 de glicose com 

produção de 0,13 ± 0,00 g.L-1 de ácido lático e 0,07 ± 0,00 g.L-1 de ácido acético.  
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Figura 17. Consumo de açúcares e produção de produtos (ácido lático, ácido acético e etanol) 

pelo L. fermentum I2. a) MRS + xilose; b) melaço; c) Meio sintético (glicose e xilose). 
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5.2. Determinação do efeito da contaminação bacteriana por L. fermentum I2 no processo 

fermentativo por S. passalidarum em meio sintético.  

O efeito da contaminação bacteriana por L. fermentum no processo fermentativo de S. 

passalidarum foi avaliado em fermentações em batelada alimentada com reuso celular em duas 

condições distintas: cultura pura (S. passalidarum) e co-cultura (S. passalidarum + L. 

fermentum).  

Os experimentos foram realizados em meio sintético com proporção 70:30 glicose: 

xilose levando em consideração a maior concentração de glicose do que xilose em hidrolisados 

lignocelulósicos obtidos por pré-tratamento alcalino. Nas Figuras 18 e 19, apresenta-se a 

concentração (g.L-1) de glicose, xilose, etanol e massa de célula seca (MCS) por tempo (h) para 

fermentações em cultura pura e co-cultura, respectivamente. 

Nas Figuras 18 e 19, é possível observar que a glicose foi totalmente consumida no 

tempo de 24-28 h para fermentações em cultura pura e 28-32 h para fermentações em co-cultura. 

Em ambas as condições, a xilose não foi totalmente consumida após 32 h e a massa de célula 

seca (g.L-1) no pé-de-cuba (t = 0 h) sofreu decréscimo ao longo dos ciclos fermentativos Para 

as fermentações com cultura pura de S. passalidarum a massa se célula seca (g.L-1) no tempo 

inicial de fermentação variou de 55,72 ± 2,87 no ciclo 1 para 45,03 ± 4,73 no ciclo 3 e para as 

fermentações com S. passalidarum e L. fermentum variou de 55,72 ± 2,87 no ciclo 1 para 48,39 

± 4,17 no ciclo 3. S. passalidarum apresentou baixo crescimento ao longo dos ciclos 

fermentativos, o que foi insuficiente para repor as células perdidas durante o reciclo celular. 

Essa levedura caracteriza-se por ser Crabtree negativa, desta forma para a manutenção do 

crescimento e renovação celular é necessário que haja aeração do sistema (NAKANISHI et al., 

2017).  

Nakanishi et al (2017) realizaram a otimização da produção de etanol através de 

hidrolisado lignocelulósico alcalino de bagaço de cana com S. passalidarum. Para tanto, os 

autores utilizaram alta concentração celular, reciclo celular, decréscimo de temperatura e 

suplementação do meio de cultura com extrato de leveduras (3,0 g.L-1). Como resultado, os 

autores obtiveram redução no tempo de consumo dos açúcares e melhora nos parâmetros 

fermentativo ao longo dos reciclos celulares.   
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Figura 18. Perfil de concentração de glicose, xilose, etanol e massa de célula seca (MCS) (g.L-1) em relação ao tempo (h) em fermentações em 

cultura pura (S. passalidarum).  a) ciclo 1, b) ciclo 2 e c) ciclo 3. Glicose ( ), xilose ( ), etanol ( ) e MSC ( ). 
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Figura 19. Perfil de concentração de glicose, xilose, etanol e massa de célula seca (MCS) (g.L-1) em relação ao tempo (h) em fermentações em 

co-cultura (S. passalidarum + L. fermentum).  a) ciclo 1, b) ciclo 2 e c) ciclo 3. Glicose ( ), xilose ( ), etanol ( ) e MSC ( ). 
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 Na Tabela 5, apresentam-se o consumo de glicose e xilose (g) e a produção de etanol 

(g) em fermentações em cultura pura (S. passalidarum) e co-cultura (S. passalidarum +                    

L. fermentum). 

Tabela 5. Consumo de glicose xilose e produção de etanol após 32 h de fermentação em cultura 

pura (S. passalidarum) e co- cultura (S. passalidarum + L. fermentum). 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 
a, b  Teste estatístico realizado entre os ciclos (ciclo 1 x ciclo 2 x ciclo 3) da mesma condição (cultura pura ou co-
cultura). *, **, ***, Teste estatístico realizado entre as condições (cultura pura x co-cultura) em um mesmo ciclo (ciclo 
1 ou ciclo2 ou ciclo 3). Médias com o mesmo símbolo ou letra em cada coluna não são estatisticamente diferentes 
(p< 0,05) de acordo com o teste de Tukey. (Médias analisadas em triplicata, com exceção do consumo de xilose 
que foi analisada em duplicata). 

 

 Na Tabela 5, verifica-se que não houve diferença de consumo de glicose (g) entre as 

duas condições (p<0,05) e ao longo dos ciclos fermentativos o consumo desse açúcar diminui 

para ambas as condições testadas. Em relação ao consumo de xilose, observa-se que existe 

diferença significativa (p<0,05) entre as fermentações em cultura pura e co-cultura e ao longo 

dos ciclos fermentativos o consumo desse açúcar diminui. Não houve diferença significativa 

(p<0,05) na produção de etanol entre as duas condições.  

 Nas Figuras 20 e 21, apresentam-se o consumo de glicose e xilose (g) e a produção de 

etanol (g) em relação ao tempo (h). Por meio dessas figuras calcularam-se os parâmetros 

fermentativos das fermentações em cultura pura (S. passalidarum) e co-cultura (S. 

passalidarum + L. fermentum), apresentados na Tabela 6.  

S. passalidarum 

Ciclo Glicose (g) Xilose (g) Etanol (g) 

1 66,84 ± 1,08a* 14,93 ± 1,48a  28,70 ± 0,08a* 

2 66,12 ± 0,73ab** 12,81 ± 0,15ab 30,51 ± 1,69b** 

3 65,56 ± 1,63b*** 6,57 ± 2,68b* 29,87 ± 2,64ab*** 

S. passalidarum + L. fermentum 

Ciclo Glicose (g) Xilose (g) Etanol (g) 

1 67,21 ± 1,12a* 12,10 ± 0,39a 26,66 ± 1,62a* 

2 66,95 ± 1,54ab** 7,05 ± 0,28ab 28,99 ± 0,60a** 

3 65,14 ± 3,90b*** 4,41 ± 1,81b* 29,18 ± 0,54a*** 
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Figura 20. Consumo de glicose e xilose e produção de etanol (g) em relação ao tempo (h) em fermentações em cultura pura 

(S. passalidarum). a) ciclo 1, b) ciclo 2 e c) ciclo 3. Glicose ( ), xilose ( ) e etanol ( ). 
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Figura 21. Consumo de glicose e xilose e produção de etanol (g) em relação ao tempo (h) em fermentações em co-cultura                      

(S. passalidarum + L. fermentum). a) ciclo 1, b) ciclo 2 e c) ciclo 3. Glicose ( ), xilose ( ) e etanol ( ). 
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Tabela 6. Parâmetros cinéticos de fermentações com S. passalidarum e S. passalidarum + L. fermentum a 30 °C com dois reciclos celulares após 

32 h. Fator de conversão de substrato em etanol (Yet/s) (g.g-1), Rendimento em relação ao açúcar total consumido (Rendimento) (%), Consumo de 

glicose (%), Consumo de xilose (%), Produtividade volumétrica de etanol (Qp) (g.L-1. h-1), Título de etanol (g.L-1) e Rendimento em relação ao 

açúcar total disponível �̅� (%)̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅ . 
S. passalidarum 

Ciclo Yet/s Rendimento 
(%) 

Consumo de 
glicose (%) 

Consumo de 
xilose (%) 

Qp (g.L-1. h-1) Título de etanol 
(g.L-1) 

𝑹 (%)̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅  

1 0,34 ± 0,01a * 67,05 ± 2,12a * 100,0 ± 0,00a * 53,96 ± 5,88a * 0,68 ± 0,01a* 21,72 ± 0,41a * 30,40 ± 0,39a * 

2 0,38 ± 0,01b,c ** 72,54 ± 3,02b,c ** 99,70 ± 0,52a** 44,86 ± 0,54 a, b 0,70 ± 0,03a** 22,40 ± 0,84a** 32,34 ± 2,41b** 

3 0,40 ± 0,01c *** 78,55 ± 2,33c *** 97,21 ± 4,83a *** 22,99 ± 8,19b ** 0,66 ± 0,05a*** 21,23 ± 1,55a*** 31,36 ± 3,67a,b*** 

S. passalidarum + L. fermentum 

Ciclo Yet/s Rendimento 
(%) 

Consumo de 
glicose (%) 

Consumo de 
xilose (%) 

Qp (g.L-1. h-1) Título de etanol 
(g.L-1) 

𝑹 (%)̅̅ ̅̅ ̅̅ ̅̅  

1 0,34 ± 0,03a * 67,75 ± 5,27a * 99,95 ± 0,08a * 44,00 ± 2,78a * 0,65 ± 0,03a* 20,67 ± 0,85a * 28,21 ± 1,50a* 

2 0,38 ± 0,01a ** 75,06 ± 2,72a ** 100,0 ± 0,00a** 25,85 ± 0,87b 0,66 ± 0,02a** 21,08 ± 0,78a** 30,64 ± 0,49a,b** 

3 0,40 ± 0,03a *** 79,83 ± 6,88a *** 100,0 ± 0,00a*** 16,58 ± 5,99c ** 0,69 ± 0,01a*** 22,11 ± 0,22a*** 31,77 ± 2,00b*** 

a, b, c Teste estatístico realizado entre os ciclos (ciclo 1 x ciclo 2 x ciclo 3) da mesma condição (cultura pura ou co-cultura). *, **, ***, Teste estatístico realizado entre as condições 

(cultura pura x co-cultura) em um mesmo ciclo (ciclo 1 ou ciclo 2 ou ciclo 3). Médias com o mesmo símbolo ou letra em cada coluna não são estatisticamente diferentes (p< 

0,05) de acordo com o teste de Tukey. (Médias analisadas em triplicata, com exceção do consumo de xilose que foi analisada em duplicata). 
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Por meio dos dados apresentados na Tabela 6 é possível verificar que L. fermentum teve 

baixo impacto nos parâmetros fermentativos de S. passalidarum. Os parâmetros calculados não 

apresentaram diferença significativa (p<0,05) entre as fermentações em cultura pura e co-cultura, 

com exceção do consumo de xilose. Nas fermentações em cultura pura verificou-se aumento no 

valor de Yet/s e do rendimento do ciclo 3 em relação ao ciclo 1 (p<0,05). Em ambas as condições, 

o consumo de xilose diminui (p<0,05) ao longo dos ciclos fermentativos. 

Os valores de Yet/s obtidos nesse trabalho variaram de 0,34 a 0,40, com rendimento de 

etanol de 67% a 79 %. Na literatura para S. passalidarum encontram-se valores de Yet/s variando 

de 0,16 (VERAS et al. 2017) a 0,48 (HOU, 2012; CADETE et al., 2016). Uma variedade de fatores 

influencia na conversão de xilose em etanol, um exemplo é a presença de inibidores como o ácido 

acético em concentrações maiores que 2-5 g.L-1 (NAKANISHI et al., 2017). No trabalho 

desenvolvido por Morales et al (2017), os autores obtiveram um valor de Yet/s igual a 0,22, sendo 

que esse baixo valor deve-se a alta concentração de inibidores presente no hidrolisado (g.L-1): 

ácido acético (4,7), furfural (1), HMF (0,35) e ácido fórmico (0,57). Desta forma, nesse trabalho 

optou-se pela realização dos experimentos baseando-se no licor alcalino obtido por pré-tratamento 

alcalino e hidrolise enzimática conforme Nakanishi et al (2017), que possui como característica a 

ausência de inibidores. Os valores de Yet/s obtidos nesse trabalho corroboram com o valor de 0,32 

obtido por Nakanishi et al. (2017) na temperatura de 30 °C, entretanto, o meio sintético é menos 

complexo do que o real e nesse trabalho não se realizou a suplementação do meio com extrato de 

levedura. 

Tanto nas fermentações em cultura pura como em co-cultura, o título de etanol obtido 

foi aproximadamente 21 g.L-1, independentemente do ciclo analisado e a produtividade 

volumétrica (Qp) variou de 0,65 a 0,70 g.L-1.h-1. Os valores de Qp na literatura variam de 0,09 

(MORALES et al., 2017) a 1,14 (LONG et al., 2012), sendo que valores mais altos de Qp podem 

ser obtidos através do controle de oxigênio (SU, WILLIS e JEFRIES, 2015). O objetivo desse 

projeto de pesquisa foi avaliar o efeito de L. fermentum I2 no processo fermentativo de S. 

passalidarum e não a otimização de processo, a utilização de um maior tempo de fermentação 

poderia resultar no completo consumo dos açúcares e maior produção de etanol. Na literatura 

existem diversos estudos de otimização como Su et al (2015), Nakanishi et al (2017) e Morales et 

al (2017). 

A presença do L. fermentum I2 não afetou os parâmetros fermentativo de S. 

passalidarum em meio composto por glicose e xilose. A literatura disponível sobre o estudo do 

efeito de contaminantes no processo fermentativo de leveduras naturalmente fermentadoras de 
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xilose é escassa, entretanto, existem muitos estudos que descrevem efeito da contaminação 

bacteriana no processo fermentativo de primeira geração com S. cerevisiae. 

Carvalho-Netto et al. (2015) demonstraram que o L. fermentum é a principal espécie de 

bactéria associada com a floculação celular em dornas de fermentação das usinas sucroalcooleiras 

brasileiras. Os autores estudaram fermentações com e sem floculação utilizando a levedura PE-2. 

As fermentações com floculação apresentaram: baixo título de etanol, baixa produção de glicerol, 

altas concentrações de ácido lático e ácido acético e baixa hidrolise de sacarose. 

No trabalho desenvolvido por Basso et al (2014), a presença do L. fermentum FT 230–

B não afetou a viabilidade da levedura CAT-1, contudo, causou decréscimo na produção de etanol, 

devido a competição de nutrientes entre levedura e bactéria. Nesse trabalho, nem a viabilidade da 

levedura e nem os parâmetros fermentativos foram afetados pela presença da bactéria. Esse 

resultado é consistente com o obtido por Costa et al (2018), que estudaram a adição de etanol no 

tratamento ácido para o controle da contaminação por L. fermentum. Nesse trabalho os autores 

verificaram que nas fermentações onde utilizou-se o tratamento ácido a presença da bactéria não 

teve efeito sobre os parâmetros fermentativos. 

Nas figuras 22 e 23, apresentam-se os fatores de conversão de substrato nos produtos 

(Yp/s): etanol, CO2, célula, xilitol, glicerol, ácido lático, ácido acético e ácido succínico. Esses 

fatores foram calculados através da divisão da massa de produto (g) por massa de substrato (g). A 

soma dos valores de Yp/s deve ser igual a 1. Através das figuras, é possível verificar que os produtos 

majoritários da fermentação foram etanol, CO2, célula e xilitol. 

Nesse trabalho verifica-se alta formação de xilitol, para o qual, considerando-se apenas 

a xilose consumida, tem-se como fator de conversão de xilose em xilitol (Yxilitol/ xilose) (g.g-1) 0,41 

± 0,07; 0,42 ± 0,07 e 0,39 ± 0,02 para os ciclos 1, 2 e 3, respectivamente, para fermentações em 

cultura pura (S. passalidarum) e 0,36 ± 0,04; 0,54 ± 0,02 e 0,44 ± 0,04 para os ciclos 1, 2 e 3 para 

as fermentações em co-cultura (S. passalidarum + L. fermentum). 

Na conversão de xilose em etanol são requeridas as enzimas XR e XDH. A enzima XR 

realiza a conversão de xilose em xilitol utilizando o cofator NADPH ou NADH (preferencialmente 

NADH para S. passalidarum) e a enzima XDH realiza a conversão do xilitol em etanol utilizando 

o cofator NAD+. Em concentrações insuficientes de NAD+ ocorre acúmulo de xilitol e bloqueio 

do metabolismo de xilose. Um modo de aumentar a produção de etanol e evitar acúmulo de xilitol 

é o fornecimento controlado de oxigênio, que regenera NAD+ (HOU, 2012; KWAK e JIN, 2017). 







69 
 

 
 

 

 

 

0 4 8 12 16 20 24 28 32
0.00

0.05

0.10

0.15

0.20a

Tempo (h)

µ 
(g

/g
.h

)

0 4 8 12 16 20 24 28 32
0.00

0.05

0.10

0.15

0.20b

Tempo (h)

µ 
(g

/g
.h

)

0 4 8 12 16 20 24 28 32
0.00

0.05

0.10

0.15

0.20c

Tempo (h)

µ 
(g

/g
.h

)

 

Figura 24. Velocidade específica (g.g-1.h-1) de consumo de glicose e xilose e produção de etanol em fermentações em pura cultura       

(S. passalidarum) em relação ao tempo (h).  a) Ciclo 1; b) Ciclo 2; c) Ciclo 3. Glicose ( ), xilose ( ) e etanol ( ). 
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Figura 25. Velocidade especifica (g.g-1.h-1) de consumo de glicose e xilose e produção de etanol em fermentações em pura cultura (S. passalidarum 

+ L. fermentm) em relação ao tempo (h).  a) Ciclo 1; b) Ciclo 2; c) Ciclo 3. Glicose ( ), xilose ( ) e etanol ( ). 
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5.3. Subprodutos em fermentações em cultura pura (S.passalidarum) e co-cultura                     

(S. passalidarum + L. fermentum). 

 As concentrações de ácido lático, ácido acético, ácido succínico, glicerol e xilitol       

(g.L-1) no tempo de 32 h em três ciclos fermentativos em cultura-pura e co-cultura são 

apresentados na Figura 26. 

Figura 26. Concentração de ácido acético, ácido lático, ácido succínico, glicerol e xilitol             

(g.L-1) após 32 h em fermentações em cultura pura (S. passalidarum) e em co-cultura                        

(S. passalidarum + L. fermentum). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a, b, c  Teste estatístico realizado entre os ciclos (ciclo 1 x ciclo 2 x ciclo 3) da mesma condição (cultura pura ou co-cultura). *, 

**, ***, Teste estatístico realizado entre as condições (cultura pura x co-cultura) em um mesmo ciclo (ciclo 1 ou ciclo2 ou ciclo 

3). Médias com o mesmo símbolo ou letra em cada coluna não são estatisticamente diferentes (p< 0,05) de acordo com o teste 

de Tukey. (Médias analisadas em triplicata, com exceção da produção de xilitol que foi analisada em duplicata).  
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Por meio da Figura 26, é possível verificar que ácido lático foi produzido apenas nas 

fermentações em co-cultura de S. passalidarum com L. fermentum, com concentração máxima 

de 0,83 ± 0,18 g.L-1 no ciclo 1. Para p< 0,05 pelo teste de Tukey não houve diferença 

significativa na concentração de ácido acético, ácido succínico e glicerol entre as fermentações 

em cultura pura e co-cultura e não houve diferença na concentração de ácido lático, glicerol e 

xilitol entre os ciclos fermentativos de ambas as condições. 

 L. fermentum é uma BAL heterofermentativa, desta forma produz como produto: ácido 

lático, ácido acético e etanol. Nesse trabalho verificou-se a baixa produção de ácido lático e 

ácido acético. Basso et al (2014) realizaram o estudo de fermentações em co-cultura de S. 

cerevisiae CAT-1 com L. fermentum FT 230-B (heterofermentativa) em meio com 20 % de 

ART (açúcares totais) obtidos através da razão 50:50 caldo de cana: melaço. Assim como nesse 

trabalho os autores verificaram uma baixa produção de ácido lático pelo L. fermentum, onde 

nas fermentações em co-cultivo com a CAT-1 após 24 h a concentração (g.L-1) correspondeu a 

0,83 ± 0,14 de lactato e 0,37 ± 0,03 de acetato. Sem a presença das BALs, após 24 h não houve 

a produção de ácido lático pela levedura e a concentração (g.L-1) de acetato foi equivalente a 

0,10 ± 0,01.  

 Conforme Lopes et al. (2016), durante o processo de fermentação industrial a levedura 

é exposta a condições de estresse, como a utilização de tratamento ácido para o controle da 

contaminação. Em resposta a essas condições, mecanismos de respostas são acionados, tais 

como a produção de ácido succínico e glicerol, o qual realiza o controle da contaminação e a 

proteção do estresse osmótico, respectivamente. Nesse trabalho, a presença do L. fermentum na 

fermentação não influenciou a concentração final desses compostos em 32 h de fermentação.  

Para fermentações em melaço, Basso et al (2014) verificaram que a presença de L. 

fermentum FT 230 –B resulta no aumento da produção de glicerol pela levedura CAT-1, uma 

vez que em cultura pura a concentração foi equivalente a 0,56 ± 0,06 g.L-1 e em co-cultura     

0,91 ± 0,09 g.L-1 de glicerol, o que pode estar associado à resposta ao estresse causado pela 

presença de metabolitos da bactéria. Conforme Carvalho-Netto et al (2015) a produção de 

glicerol pelas células de leveduras é inversamente associada com o título de etanol, entretanto 

a produção limitada de glicerol é importante para manter o equilíbrio redox e a osmorregulação 

celular adequada. Desta forma, deseja-se uma produção equilibrada desse composto, que tem 

que ser baixa o suficiente para ter alto rendimento em etanol e alta o suficiente para tolerar o 

estresse. Esses autores verificaram que em fermentações na presença de L. fermentum a 

produção de glicerol foi três vezes menor do que na ausência da BAL, o que pode ser um 
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indicativo que na presença da bactéria a levedura está metabolicamente desbalanceada e desta 

forma menos tolerante às condições estressantes do ambiente de fermentação. 

A eficiência da fermentação pode ser determinada através da razão dos compostos 

orgânicos (como ácidos, glicerol e célula) por etanol (ARAÚJO et al., 2018). Na Figura 27, 

têm-se a razão de ácidos totais (KAC) (ácido lático, ácido acético e ácido succinico), glicerol 

(KG) e célula (KC) por etanol. KAC nas fermentações em pura cultura variou de 0,05 a 0,06      

g.g -1 e KG variou de 0,01 a 0,02 g.g-1. No estudo desenvolvido por Araújo et al. (2018) com     

S. cerevisiae PE-2 em fermentações em batelada em melaço, os valores de KAC variaram de 

0,016 a 0,022 g.g-1 e KG variou de 0,07 a 0,14 g.g-1. A utilização de sistema batelada alimentada 

ao invés de batelada diminui o valor de KG (ALFERONE et al., 2002). Os baixos valores de KG 

nesse trabalho podem estar associados ao sistema utilizado (batelada alimentada) e com o 

metabolismo balanceado da levedura. O valor de KC é também utilizado como forma de medir 

a eficiência do processo fermentativo de produção de etanol, em um processo otimizado o valor 

de KC deve variar de 0,04 a 0,05 (ARAÚJO et al. 2018 citando ANDRIETTA et al. 2012).  

Neste trabalho os valores de Kc diminuíram com o passar dos ciclos fermentativos 

(p<0,05), a ponto de os valores obtidos no último ciclo fermentativo (3° ciclo) estarem dentro 

da faixa para processos otimizado. Comparando-se fermentações em co-cultura com cultura 

pura tem-se menores valores KC para os ciclos 2 e 3 em co-cultura (p<0,05). 
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Figura 27. Razão de ácidos totais (KAC) (ácido acético, ácido lático, ácido succinico), glicerol 

(KG), célula (Kc) por etanol em fermentações em cultura pura (S. passalidarum) e co-cultura (S. 

passalidarum + L.  fermentum). a) KAC, b) KG e c) KC. 

 

a, b  Teste estatístico realizado entre os ciclos (ciclo 1 x ciclo 2 x ciclo 3) da mesma condição (cultura pura ou co-cultura). *, **, 

***, Teste estatístico realizado entre as condições (cultura pura x co-cultura) em um mesmo ciclo (ciclo 1 ou ciclo2 ou ciclo 3). 

Médias com o mesmo símbolo ou letra em cada coluna não são estatisticamente diferentes (p< 0,05) de acordo com o teste de 

Tukey. (Médias analisadas em triplicata). 

5.4. Manutenção celular da S. passalidarum e L. fermentum em fermentações em cultura 

pura (S. passalidarum) e co-cultura (S. passalidarum + L. fermentum). 

 Na Figura 28, demonstra-se a viabilidade (%) e brotamento (%) de S. passalidarum para 

fermentações em cultura pura (S. passalidarum) e co-cultura (S. passalidarum + L. fermentum). 
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Por meio da figura é possível verificar que a contaminação por L. fermentum I2 e o tratamento 

ácido aplicado não tiveram efeito sobre a viabilidade de S. passalidarum, pois em ambas as 

condições a viabilidade (%) ficou em torno de 99 %. Em relação ao brotamento (%), verifica-

se que a levedura apresentou crescimento, uma vez que no tempo de 32 h apresenta brotamento 

variando de 4 a 6 %. 

Figura 28. Viabilidade (%) e brotamento (%) de S. passalidarum em fermentações em cultura 

pura (S. passalidarum) e co-cultura (S. passalidarum + L. fermentum I2). a) Viabilidade (%) - 

0h; b) Viabilidade (%) – 32 h; c) Brotamento (%) – 0 h; d) Brotamento (%) – 32 h 

 

 Na Figura 29, apresenta-se a concentração de L. fermentum no início (t=0 h) e término 

(t=32 h) da fermentação em co-cultura com S. passalidarum. Em todos os ciclos fermentativos 

a concentração da bactéria manteve-se em 108 UFC/ mL. A aplicação do tratamento ácido 

conforme Nakanishi et al. (2017) não foi suficiente para a redução de ciclos decimais, entretanto 

não se verificou aumento com o passar dos ciclos fermentativos. O tratamento ácido utilizado 

nesse projeto de pesquisa é mais brando do que utilizado industrialmente, uma vez que nas 

usinas brasileiras utilizam-se tempos de 2-3 h. Conforme Costa et al (2018) a aplicação do 

tratamento ácido ajuda a realizar o controle da população de bactérias, entretanto não realiza a 

completa eliminação.  
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No trabalho desenvolvido por Basso et al (2014), em condições industriais e em co-

cultura de S. cerevisiae CAT-1 e BAL, a concentração de L. fermentum FT 230- B aumenta 

com o passar dos reciclos celulares.  A concentração de S. passalidarum no pé-de-cuba utilizado 

nesse trabalho ficou em torno de 1013 UFC/ mL. A presença do L. fermentum não afetou a 

concentração da levedura em três ciclos fermentativos. Esse resultado foi consistente com Bassi 

et al (2018), no qual os autores estudaram o desenvolvimento da S. cerevisiae em co-cultura 

com L. fermentum e/ou D. bruxellensis, sendo o desenvolvimento da levedura afetado apenas 

pela presença de ambos os microrganismos 

Figura 29. Contagem de S. passalidarum e L. fermentum na base de LOG10 para fermentações 

em cultura pura (S. passalidarum) e em co-cultura (S. passalidarum + L. fermentum). a) S. 

passalidarum em cultura pura; b) L. fermentum em co-cultura; c) S. passalidarum em co-

cultura.  
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5.5. Secretoma 

 A caracterização das proteínas no meio fermentativo foi realizada com o objetivo de 

determinar proteínas secretadas pela levedura em resposta à contaminação bacteriana. Na 

Tabela 7, apresentam-se as proteínas secretada por S. passalidarum em relação aos ciclos 

fermentativos (ciclo 1 e 3) e ao tempo (0, 16, 32 h) em fermentações em cultura pura (S. 

passalidarum) e co-cultura (S. passalidarum + L. fermentum). As proteínas identificadas são 

apresentadas conforme o código de acesso do Uniprot (banco de dados utilizado nesse projeto).  

Tabela 7. Proteínas secretadas por S. passalidarum (p<0,05) em relação aos ciclos 

fermentativos (ciclo 1 e 3) e tempo (0, 16 e 32 h) em fermentações em cultura pura (S. 

passalidarum) e co-cultura (S. passalidarum + L. fermentum) (análises realizadas em 

triplicata). * Análise em duplicata. 

S. passalidarum 

Ciclo 1 Ciclo 3 

0 h 16 h 32 h 0 h 16 h 32 h 

G3AJF2 G3AJF2 G3AJF2 G3AQ23 G3AQ23 G3AQ23 
G3AVS3 G3AVS3 G3AVS3 G3AG46 G3AG46 G3AVS3 
G3AM45 G3AEZ0 G3AEZ0  G3AVS3 G3AJF2 
G3AEZ0 G3AGS4   G3AJF2 G3AEZ0 

S. passalidarum + L. fermentum 
Ciclo 1 Ciclo 3 

0 h 16 h 32 h 0 h* 16 h 32 h 
G3AJF2 G3AJF2 G3AJF2 G3AQ23 G3AQ23 G3AQ23 
G3AVS3  G3AVS3 G3AG46 G3AG46 G3AG46 

   G3AEZ0 G3AVS3 G3AVS3 
    G3AJF2 G3AJF2 
    G3AEZ0 G3AEZ0 
     G3AGS5 
     G3ALU1 

 Na Tabela 8, apresentam-se o código de acesso, nome (ou classe da proteína), função 

molecular, função biológica e o status da proteína. A literatura para secretoma e proteômica de 

S. passalidarum é escassa, desta forma a existência dessas proteínas foi determinada por 

homologia (existência provável devido a genes ortólogos em espécies próximas) ou foram 

previstas (sem base em nível de proteína, transcriptômica ou por homologia). 
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Tabela 8.  Caracterização das proteínas secretadas pela S. passalidarum em relação a função molecular e função biológica. 

Código de acesso 
(Uniprot) 

Nome Função molecular Função Biológica Status* 

G3AQ23 Glucoamilase 1 Atividade hidrolítica                            
Hidrolise de compostos O-glicosil 

Metabolismo de carboidratos Proteína definida por 
homologia 

G3AM45 Não caracterizado Atividade hidrolítica                            
Hidrolise de compostos O-glicosil 

Metabolismo de carboidratos Proteína definida por 
homologia 

G3AVS3 Não caracterizado Não caracterizado Não caracterizado Proteína prevista 

G3AJF2 Não caracterizado DAN4 **Gene DAN4 – Constituinte da parede celular Organização da parede celular  Proteína prevista 

G3AEZ0 Exo-β-glucanase  Atividade hidrolítica                            
Hidrolise de compostos O-glicosil 

Metabolismo de carboidratos Proteína definida por 
homologia 

G3AGS4 Não caracteriza Atividade 1-3-β- glucanotransferase            
Atividade endo-1-3-β- glicosidade glucana 

Metabolismo de carboidratos 
Organização da parede celular 

Proteína definida por 
homologia 

G3AG46 Não caracterizada Não caracterizada Não caracterizada Proteína prevista 

G3ALU1 Não caracterizada Atividade hidrolítica Catabolismo de nucleotídeo Proteína prevista 

G3AGS5            Não caracterizada Atividade hidrolítica                            
Hidrolise de compostos O-glicosil              

Transferase                                   
Transferência de grupos glicosilados  

Metabolismo de quitina da parede 
celular                             

Organização da parede celular 

Proteína prevista 

* Status: Evidência experimental no nível de proteína, Evidência experimental no nível de transcriptômica, Proteína definida por homologia, Proteína prevista e Proteína incerta. 
** Baseado na S. cerevisiae.   

Referência: UNIPROT, 2018
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 No primeiro ciclo fermentativo, em ambas as condições as proteínas identificada por 

G3AJF2 e G3AVS3 aparecem nas amostras independentemente do tempo fermentação, com 

exceção do tempo 16 h para fermentações em co-cultura (Tabela 7). G3AJF2 é uma proteína 

relacionada com o gene DAN4 que participa da constituição da parede e G3AVS3 é uma 

proteína prevista a qual não se caracterizou as funções moleculares e biológicas (UNIPROT, 

2018). Nas fermentações em cultura pura as proteínas G3AM45, G3AGS4 e G3AEZ0 foram 

identificadas, entretanto, essas proteínas não são encontradas nas amostras em co-cultura 

(Tabela 8). Essas proteínas possuem atividade hidrolítica e atuam no metabolismo de 

carboidratos (UNIPROT, 2018).  

 No terceiro ciclo fermentativo, proteínas que atuam no metabolismo de carboidratos são 

identificadas nas fermentações em cultura pura e co-cultura (Tabela 8). As proteínas G3AGS5 

e G3ALU1 são identificadas apenas nas amostras da fermentação em co-cultura (S. 

passalidarum + L. fermenum) (Tabela 7). G3AGS5 possui como característica a atuação no 

metabolismo da quitina e/ou organização da parede celular e G3ALU1 possui atividade 

hidrolítica e atua no catabolismo de aminoácidos (UNIPROT, 2018). 

 A parede celular de fungos é uma estrutura complexa composta por quitina, 1-3 β e   1-

6 β glucano, manose e proteínas, essa composição é altamente dinâmica e muda constantemente 

durante a divisão celular, crescimento e morfogênese. Enzimas hidrolíticas, estão intimamente 

associadas com a parede celular e a maioria possui atividade quitinases e glucanase, que atuam 

na manutenção da plasticidade e na quebra e religação dos componentes da parede celular 

(ADAMS, 2004).  

 A realização de um maior número de reciclos celulares poderia trazer maior 

esclarecimento sobre o efeito da contaminação por L. fermentum I2 nos parâmetros 

fermentativos de S. passalidarum, pois existe alteração do perfil de proteínas no meio quando 

compara-se o ciclo 1 com o ciclo 3 e as fermentações em cultura pura e co-cultura.   

 Os dados obtidos no Q-tof também foram confrontados com banco do L. fermentum. As 

proteínas identificadas não apareceram em triplicata nas amostras (p<0,05), demonstrando a 

ausência de um perfil de proteínas secretadas pela bactéria em resposta à presença da levedura. 

As proteínas referentes a bactéria são frutos da lise celular e são apresentadas na Tabela 9
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Tabela 9. Proteínas de L. fermentum I2 (p<0.05) em fermentações em batelada alimentada em meio sintético 70:30 glicose: xilose para fermentações 

em co-cultura (S. passalidarum + L. fermentum). 

Código de acesso              
(Uniprot) 

Nome Função Biológica Função Molecular Status 

A0A0N7CR62 Topoisomerase I DNA topoisomerase com 
atividade tipo I 

Alteração da topologia do DNA Proteína prevista 

A0A2M8MQ99 Topoisomerase III DNA topoisomerase com 
atividade tipo I 

Alteração da topologia do DNA Proteína prevista 

C0WXQ0 Fator de alongamento Tu Promove a ligação GTP-
dependente do Aminoacil-

tRNA ao “sitio A” do 
ribossoma durante a biossíntese 

da proteína 

Atividade GTPase  
Ligação a GTP                

Fator de elongação e translação 

Proteína definida por 
homologia 

A0A0F4HEL1 Enolase  Ligação ao íon magnésio         
Atividade Fosforo Piruvato 

hidratase                   

Atua na Glicólise  Proteína definida por 
homologia 

A0A0F4HEZ1 Proteína 50 s ribossomal  Ligação ao rRNA Constituinte estrutural do 
ribossoma   

Proteína definida por 
homologia 

A0A0N6WH00 Dehidrogenase álcool-aldeído  Atividade dehidrogenase 
acetaldeído                    

Atividade álcool dehidrogenase   
Ligação à íons metálicos 

Processo metabólico de álcool  
Utilização de carbono 

Proteína definida por 
homologia 
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A0A0OF7CHW2 Fator de alongamento Tu Promove a ligação GTP-
dependente do Aminoacil-

tRNA ao “sitio A” do 
ribossoma durante a biossíntese 

da proteína 

Atividade GTPase             
Ligação a GTP                

Fator de elongação e translação 

Proteína definida por 
homologia 

A0A1L7GT47 Fator de alongamento Tu Promove a ligação GTP-
dependente do Aminoacil-

tRNA ao “sitio A” do 
ribossoma durante a biossíntese 

da proteína 

Atividade GTPase             
Ligação a GTP                

Fator de elongação e translação 

Proteína definida por 
homologia 

A0A40HDM4     

A0A0F4HBZ6 Gliceraldeído-3P desidrogenase  Atividade gliceraldeído-3P 
desidrogenase 

Processo metabólico da glicose Proteína definida por 
homologia 

A0A0F4HAA7 Dehidrogenase D-Lactato Atividade dehidrogenase D-
Lactato                       

Ligação ao NAD 

Oxirredutase  Proteína definida por 
homologia 

A0A158SL49 Síntese de ATP – subunidade b Síntese de ATP Síntese de ATP e transporte de 
elétrons  

Proteína definida por 
homologia 

A0A0F4HDE1 Proteína ribosomal S14 tipo Z Ligação ao rRNA             
Constituinte estrutural do 

ribossoma                    
Ligação ao íon zinco 

Translação  Proteína definida por 
homologia 

A0A0F4HCZ2 Dehidrogenase L-lactato  Atividade dehidrogenase L-
lactato 

Glicólise  Proteína definida por 
homologia 
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A0A0N7CKF5 Fosfoquetolase  Aldeídoliase Metabolismo de carboidratos  Proteína definida por 
homologia 

A0A0F4HDJ0 Proteína ribosomal 30 S S9 Constituinte do ribossoma Translação Proteína definida por 
homologia 

A0A1L7GXA1 Endonuclease Cas 3 Helicase                      
Deoxiribonuclease              

Endonuclease  

Defesa ao vírus Proteína prevista 

A0A0N6WH72 Integrase  Ligação ao DNA  Integração do DNA             
Recombinação do DNA 

Proteína definida por 
homologia 

A0A1Q2T7X6 Integrase  Ligação ao DNA  Integração do DNA             
Recombinação do DNA 

Proteína definida por 
homologia 

A0A0G9G2T5 Proteína de superfície 
extracelular 

Proteína de superfície 
extracelular 

Proteína de superfície 
extracelular 

Proteína prevista  

A0A0N7CH97 Peptidase M23B Peptidase M23B Peptidase M23B Proteína prevista 
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CAPÍTULO 5- CONCLUSÃO   

 L. fermentum é uma BAL comumente encontrada no processo de produção de etanol 1G 

e devido a sua capacidade de se desenvolver em diferentes ambientes é descrito na literatura 

que essa bactéria possui a capacidade de consumir e crescer em diferentes açúcares. O consumo 

de açúcares e crescimento de L. fermentum I2 foi avaliado em três meios distintos: MRS + 

xilose (glicose, xilose), melaço (glicose, frutose e sacarose) e meio sintético (glicose e xilose). 

Em MRS + xilose e melaço, essa bactéria foi capaz de crescer e consumir os açúcares, 

entretanto, não possui a mesma capacidade em meio sintético.  Glicose e xilose são os açúcares 

majoritários do hidrolisado lignocelulósico, que é a matéria-prima para produção de bioetanol 

2G. Nesse trabalho, verificou-se que L. fermentum I2 possui a capacidade de consumir 

simultaneamente glicose e xilose em meio rico em nutrientes (MRS + xilose), o que pode 

representar um problema para o processo de bioetanol 2G, devido ao desvio desses açúcares da 

produção de etanol para ácidos orgânicos. 

 Embora L. fermentum I2 não tenha tido a capacidade de crescer em meio sintético 

(glicose e xilose) na ausência da levedura, esse meio foi utilizado nas fermentações em sistema 

batelada alimentada com reuso celular em cultura pura (S. passalidarum) e co-cultura (S. 

passalidarum + L. fermentum I2). Em co-cultura com S. passalidarum, L. fermentum I2 possui 

a capacidade de remanescer no processo e consumir os açúcares, uma vez que a concentração 

de bactéria permaneceu em 108 UFC/ mL ao longo dos três ciclos fermentativos e verificou-se 

a produção de ácido lático em concentrações de 0,82 à 0,63 g.L-1 em 32 h de fermentação. O 

tratamento ácido foi utilizado nesse projeto para o controle da contaminação por L. fermentum 

I2, contudo, verificou-se que o tratamento ácido aplicado não foi capaz de reduzir número de 

ciclos decimais da bactéria. Em um meio livre de inibidores, como o utilizado nesse trabalho, 

o desenvolvimento da bactéria na presença da levedura pode estar associado ao fornecimento 

de nutrientes da levedura para a bactéria. 

 No processo de produção de bioetanol 1G, a contaminação bacteriana está associada 

com a perda de viabilidade da levedura, floculação e diminuição no rendimento da produção de 

etanol. No processo fermentativo de bioetanol 2G utilizando a levedura S. passalidarum não se 

verificou perda de viabilidade da levedura ou presença de floculação. Em relação aos 

parâmetros fermentativos apenas o consumo de xilose (p <0,05) foi afetado negativamente, 

entretanto, não se verificou diferença no rendimento de etanol. Desta forma, nas condições 

analisadas S. passalidarum demonstrou ser resistente a contaminação por L. fermentum I2. 
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Em relação à secreção de proteínas, S. passalidarum secretou as proteínas G3AGS5 e G3ALU1 

na presença de L. fermentum I2, que estão respectivamente relacionadas ao catabolismo de 

amino ácidos e metabolismo de quitina e organização celular. L. fermentum I2 não apresentou 

a secreção de enzimas na presença de S. passalidarum, sendo as proteínas encontradas no mosto 

de fermentação fruto da lise celular. 

 Nas condições testadas não foi verificado efeito do L. fermentum I2 na viabilidade e 

parâmetros fermentativos de S. passalidarum, contudo, o estudo de secretoma indica que ao 

longo dos ciclos fermentativos houve diferença na secreção de proteínas. Desta forma, a 

realização de um número maior de reciclos fermentativos poderia trazer maior esclarecimento 

para esse estudo. 
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SUGESTÕES DE TRABALHOS FUTUROS 

 Partindo-se desse trabalho sugere-se como trabalhos futuros: 

1- Analisar o efeito dos inibidores ácido acético, ácido fórmico, HMF e furfural sobre o 

crescimento e consumo de açúcares por BALs; 

2- Avaliar L. brevis, L. plantarum e Acectobacter como possíveis contaminantes do 

processo 2G; 

3- Estudar o efeito da contaminação por BALs em sistema continuo de fermentação; 

4- Avaliar diferentes tempos de aplicação de tratamento ácido em relação ao controle da 

contaminação por L. fermentum e viabilidade celular da S. passalidarum; 

5- Avaliar o secretoma de S. passalidarum em meios contendo diferentes açúcares com 

arabinose e celobiose. 
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