FATEC-JB CenTro PauLs Souza

FACULDADE DE TECNOLOGIA DE JABOTICABAL

Curso de Tecnologia em Biocombustiveis

INFLUENCIA DA ATUACAO DE
AGENTES CONTAMINANTES
BACTERIANOS NA FERMENTACAO
ETANOLICA

ALESSANDRA MAIARA XAVIER MACIANO

Orientadora: Rita de Cassia Vieira Macri
Coorientadora: Maria Angélica Elias Garcia

Trabalho apresentado a Faculdade de Tecnologia
de Jaboticabal - Fatec, para obtencéo do titulo de
Tecnblogo em Biocombustiveis

Jaboticabal —SP
2° Semestr£011



Maciano, Alessandra Maiara Xavier

M152i Influéncia da atuagéo de agentes contam@sabacterianos na fermenta
etanolica / Alessandra Maiara Xavier Maciano.— fighbal : Fatec, 2011.

57f.

Orientador: Rita de Cassia Vieira Macri
Co-orientador: Maria Angélica Elias Garcia

Trabalho (graduacdo) — Apresentado ao Curso Tnologia en

Biocombustiveis, Faculdade de Tecnologia de Jadimdic 2011.

1. Contaminacédo bacteriana. Saccharomyces cerevisiae. 3. Floculacéo.
6. Antimicrobianos. I. Macri, R. C. V. Il. Influérc da atuacédo de agente

contaminantes bacterianos na fermentacao etandlica.

CDU 663.52

[9)




FATEC-JB CenTro PauLs Souza

FACULDADE DE TECNOLOGIA DE JABOTICABAL

Curso de Tecnologia em Biocombustiveis

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO:  INFLUENCIA DA ATUACAO DE AGENTES CONTAMINANTES
BACTERIANOS NA FERMENTACAO ETANOLICA

AUTOR: ALESSANDRA MAIARA XAVIER MACIANO

ORIENTADOR(A): PROF(a). RITA DE CASSIA VIEIRA MACRI
COORIENTADOR(A): MARIA ANGELICA ELIAS GARCIA

Trabalho de Graduacdo aprovado pela Banca Exammaxdono parte das exigéncias para
conclusdo do Curso Superior de Tecnologia em Bibemtiveis, apresentado a FATEC-JB
para a obtencéo do titulo de Tecndlogo.

PROF(a). RITA DE CASSIA VIEIRA MACRI
PROF. DR. MARCELO GIROTO REBELATO

PROF(a). DR(a). NADIA FIGUEIREDO DE PAULA

Data da apresentacao: 08 de dezembro de 2011.

Presidente da Comissao Examinadora



"Eu ndo posso mudar a dire¢cao do vento, mas eu
posso ajustar as minhas velas para sempre
alcancar o meu destino."
Jimmy Dean



Aos meus amados pais, Célio e Marlei
Pelo amor e dedicacéo desde os primeiros anosrdemida, pelo
apoio, carinho, exemplo e privacdo de suas vidas
para realizarem os meus sonhos.

Ao meu irmdo Alexander
Pelo incentivo, paciéncia e amor a mim dedicadagqrcionando-me
a chance de chamar-lhe de Amigo e dizer-lhe quaaimo.

Aos meus avés, Jodar{ memorian) e Severina,

Adail (in memorian) e Maria (in memorian)
Pelos valores e exemplos transmitidos, cuidanduoidee torcendo
por minha vitéria.

Ao Vinicius, meu amor
Pelo tantos anos de carinho, compreensao, companieie amizade
dedicados e por me fazer tao feliz. Permitindo-me
crescer como ser humano ao seu lado.



Vi

AGRADECIMENTOS

A Deus, por estar ao meu lado, dando forcas e wamti@ndo sempre quando pensei
em desistir.

A toda minha familia, por entender minhas constaateséncias e falta de tempo, e
por permanecer ao meu lado me apoiando.

A minha Orientadora Professora Rita Macri, por tedsinamento, incentivo, e tempo
cedidos para que eu pudesse fazer o melhor. Secasato e atengéo jamais teria chegado
até aqui.

A minha Coorientadora Maria Angélica Garcia, poda® as informacdes e
conhecimentos cedidos, além de uma amizade qudageapara sempre.

A minha amiga Fernanda, que desde o primeiro dimuwa esteve ao meu lado,
incentivando nos momentos dificeis, me fazendquando estava sem animo, me auxiliando
em tudo que fosse possivel mesmo quando ndo ntagkieamos juntas... nossa amizade sera
eterna!

A minha amiga Sara, que me recebeu de bragos apereapoiando, me acalmando,
me aconselhando, mostrando-me ser alguém em queéengpgontar... vocé € muito especial
para mim!

As minhas amigas Angela, Joseli, RS, Vanessa, Pagaiaciana, que se fizeram
presentes em minha vida durante esses anos. eileeaés para sempre em meu coracao!

A Usina Santa Adélia S/A S/A, por todo aprendizadexperiéncia adquiridos nos
meses de estagio, aléem da disponibilizacdo denndfpbes para a concretizacdo de meu
trabalho.

A todo o pessoal do Laboratorio Industrial, em egpévonique (minha companheira
de estagio), que além de colegas de trabalho,reomse amigos que estardo eternamente
presentes em minhas oragoes.

A Janessa Penaforte e Fulvio Nunes por todo auséiido na elaboragdo de meu
trabalho.



vii

Aos colegas de sala, com quem convivi, aprenderalinarar e respeitar a todos ao
longo desses trés anos.

A Faculdade de Tecnologia de Jaboticabal, que nopopcionou conhecimento
profissional através do trabalho de seus doceestando sempre & minha disposi¢do quando
necessitei.

A todos que acreditaram em minha capacidade daedoveto de confianca e
ajudaram direta ou indiretamente para meu sucksto Obrigada!



viii

SUMARIO
LISTA DE ABREVIATURAS E TERMOS TECNICOS ......comeeeeeeeeeeeeeeete e, X
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt e e ettt e e e e e s e e e e e e s nsbe e e e e e e e e nnnees Xi
1 11 SRR Xiii
ABSTRACT ittt ettt errem e sttt e e e e e ettt et e e e e e n b bttt e e e saannnr e e e e e nnbreeeeeeeannnnes Xiv
1. INTRODUGAO ...ooouiiticeecee ettt st ettt e testesae et e teses st saesasseeetearesneesens 15
2. REVISAO DE LITERATURA .....oiieeeeee et eemee ettt nnene e 17
2.1. Qualidade da Materia- PriMa.........cceeeeeieeiiiiieeeeeeeee e reeeeeae e 18
A [0 13 o TP UPP PP 19
2.2.1. Caracteristicas fiSICO-QUIMICAS .......uuuiriiiiiiiiieei e e e e 19
2.2.2. Caracteristicas MiCrobIOIOQICAS .. cuueeeeeeeeeeeeeeiiiiiiiiirietreeee e e e e e 20
2.3.  Fermentacao etanOliCa ............ooiiiimeeemiie e 20
2.4. Fatores que afetam 0 processo fermentativo...............ooevevivviiiiiiinnnieeeeeeeennn 23
2.4.1. Agentes fermMENTAtIVOS .........uuutmmmmmmm oot e e e e e 23
2.4.2.  PH e ————————— et e e e et e e ar—— e e s e arararaae e 24
2.4.3.  TOMPEIATUIA. ... e eieeeieii e eeeeee s i oottt e e e e et eat e e e eeeaenneeeaneeanessnnnaaaaaenes 25
2.4.4. ConcentraGao A€ AGUCAIES. ..........accarmeeeeieeee e ettt ee e e e s ee e e e s smneee e aaas 25
2.4.5. Concentragao dO INOCUIOD ...........ooeevuuueeiiieei e s 26
L T @ {1 1= o[ 1S 27
247, BRANOL.....oiiiiiiiiiiiiiiiiice e 28
2.4.8. Viabilidade CelUIAr..............uuuiiiieeeeiiiiieee s 28
P e TR e [ Yo U F= Vo> o S 29
2.4.10. Concentracao de NULHENTES.......ccceeeeeiiieieiiiiiiees e e e e e e e e e e e eeeeeeenneeeeneeees 30
2.5. Contaminac&o no processo fermentativo...............eevvveieiiiiieeeeeeeeeeeeeveeeeeeeee 31
2.5.1. Contaminantes bacterianos No processo feaNEN. .............ccccceeeevieeeeeeeeennn.. 33

2.6. COMPOSLOS SECUNUANIOS .....vvvveiinicmmmmmmm e e e e eeeeeeeeeeeeeeeat e e e e e e eeeeaeseeeeaaaaeeeeees 34



3.

4.
5.

2.6. 1. GlCEION ... 35
2.6.2. Acido acético € ACIO IAtICO.........ceeveereeeeeeeee et e e 35
2.6.3.  Alcoois hOMOIOGOS SUPEIIOIES. ........coeeveeivriveereeeeieeereereeeeeaeeeeeeereeneesenes 36
2.6.4.  AlJEIHOS. . .eiiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e ————————aaaaaaaae s 36
T T =1 (=Y (=Y J TSR 37
2.7. Métodos de controle bacteriano no procesfastnal..........ccccceeveeeeeeeiiiiiiiiinnns 37
MATERIAL E METODOS ...ttt sttt ettt esansnansneas 40
I I V= 1 (=T ¢ = | PP PPPPPPPPPPRN 40
I Y/ 1= (o To [ 1 RO PTPPPPPP 40
3.2.1. Determinacao da viabilidade do fermento..............cccccovvvvvviiiiiiiiiiin e 41
3.2.2. Determinacao do indice de brotamenta...............ovvveiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee, 41
3.2.3. Determinacado do indice de floCUlACA .. uueeeieeeeeeiiiiiiieeeiii s 42
3.2.4. Determinacao do indice de INfECCAODmmmmmm . iiiiieiiiiiiieeeieicee e 43
3.2.5. Plagueamento e dilUiGAO €M SEIIE .......ccevvvvveeeiiiiiiiiiie e e e eeeeeeee e 43
3.3, Coleta de TAUOS ....uvuiiiiiiiiiiiiiiiee et 44
RESULTADOS E DISCUSSAOD ......coooveveeeeet et eaee st eaeaennnaens 45
CONCLUSOES. ...ttt mememe ettt sanea s s e e e 51

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oouiieeeeeteeemeeeee e, 52



LISTA DE ABREVIATURAS E TERMOS TECNICOS

Pol — Porcentagem em massa de sacarose aparenteaesolucao acucarada
CO,—Didxido de Carbono

Tmaxi - Temperatura maxima inicial de crescimento

Tmaxf - Temperatura maxima final de crescimento

Topt - Temperatura 6tima de crescimento

0O, —O0xigénio Atmosférico

UFC - Unidade Formadora de Colonia

pH — Potencial Hidrogenibnico

ATP — Trifosfato de Adenosina

NADH - Dinucleotido de nicotinamida e adenina

C.I.M. - Concentracao Inibitoria Minima

ppm — Partes por milh&o

SA-1 - Santa Adélia 1

CEL/OBJ - Células Totais/Objetos

H.SOy— Acido Sulfdrico

Mosto — Solugéo agucarada apta para a fermentacéo

Dorna Fermentativa — Tanque cilindrico onde ocarfermentacao

Cuba — Tanque utilizado para efetuar tratamentieaiento

Pé-de-cuba — Leite de leveduras obtido ap0s aiftey@cao do vinho
Centrifugas — maquinas que separam mecanicamemtistasas por diferenca de densidade

Vinho — mosto depois de concluida a fermentacaobta



Xi

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Fluxograma da Producao de Etanol.............ccoevvviiiiiiiiiiiiiee e, 17
Figura 2 — Equacéo da Fermentacao EtanOliCa.....cee..cooveeeeeeeiiiiiiiie e, 20
Figura 3 — Pré- fermentacao ............oooveeiiiiiiiiiiiiei e e e e e e e e 21
FIQUra 4 — FErMENTAGCAD.........ceveeeeiiiiiiiiiiies s e e e e e e e e e e e e e et e e et e e e e e e eeeaaeseeeeeeeaaeeeeeeeennes 21
Figura 5 — Fermentagao DeSCONLINUAL.........ccceeeieriieeiiiiiiiiiiie e e e ee e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeaannens 22
Figura 6 — Fermentacdo Continua (Usina Santa AGEAR................evvvvviiiiiiiiiieeeeeeeen, 22

Figura 7 — Linhagens de Leveduras: A) Leveduracgalada SA-1; B) Levedura  Nativa

dominante do processo fermentativo na safra 2012/20Jsina Santa Adélia

Figura 8 — Visualizagdo microscépica da viabilidadecélulas de levedura da Usina Santa
Adélia S/A, com a utilizacdo da Camara de Neubauer..............coooveeiiiiiciiiiciivniieeeenn. 41
Figura 9 — Reproducao assexuadaSdecharomyces cerevisiae, onde os brotos s&o novos
INAIVIAUOS FOMMAUOS. ....ceiiiiiiiiiii ettt e e e e e e e e e e e e e e nannes 42
Figura 10 — Visualizacdo microscopica de flocosélalas de levedura da Usina Santa Adélia
S/A, Atraves d€ MICTOSCOPIA. .....ceeeiiiiiiieeeeeaaeeeeeeeee e e et s aseiaareberteeeeeereeeaaaaaassnnssrrarsseeeeees 42

Figura 11 - Infeccdo bacteriana, onde bastonetesadsgem as leveduras formando

Figura 12 — Diluicdo da amostra de mosto da UsardeSAdélia S/A ..........ooviiiieiiienns 4.4



Xii

Figura 13 - Plaqueamento em meio apropriado (PCAja pdesenvolvimento de
oF 1ol (=T 1= 1RSSR 44

Figura 14 — Plagueamento em PCA de bactérias tadaidsina Santa Adélia S/A — A) Caixa

de Caldos; B) Caldo Filtrado; C) Mel........o e 44
Figura 15 — Comparativo mensal dos parametros faatieos — Abril/2011....................... 46
Figura 16 — Comparativo mensal dos parametros faatieos — Maio/2011....................... 46
Figura 17 — Comparativo mensal dos parametros faatieos — Junho/2011...................... a7
Figura 18 — Comparativo mensal dos parametros faatieos — Julho/2011....................... a7
Figura 19 — Comparativo mensal dos parametros faatieos — Agosto/2011.................... 48
Figura 20 — Comparativo mensal dos parametros faatieos — Setembro/2011................ 48

Figura 21 — Comparativo mensal dos parametros faatieos — Outubro/2011.................. 48



Xiii

RESUMO

INFLUENCIA DA ATUACAO DE AGENTES i
CONTAMINANTES BACTERIANOS NA FERMENTACAO
ETANOLICA

S&o varios os fatores que afetam o processo feathentle uma usina sucroalcooleira, dentre
eles ganha destaque a contaminacao bacterianagurasgja garantido um processo com boa
eficiéncia fermentativa, bom rendimento e um prodig qualidade desejavel é necessario o
controle de contaminantes presentes na fermentdgi@pas prévias a fermentacdo sao
cruciais para todo o processo, pois as mesmas pgoEmitir o desenvolvimento da
microbiota contaminante, devido a condi¢cdes faveigaencontradas no preparo do mosto.
Essas condi¢cdes sdo: qualidade da matéria-primpetatura, pH, concentracdo de acgucares
e de inodculo, entre outros fatores que podem grierho desempenho fermentativo. A
presenca de bactérias pode causar diversos prahlecpano o consumo de acucar e
nutrientes, queda de viabilidade das leveduramdo@o de grumos, espumas, além de acidos
organicos que inibem o processo fermentativo. thse-se a liberagdo de metabdlitos que
atuam sobre a atividade celular das leveduragrafeta concentracdo e a qualidade do etanol
produzido. No intuito de avaliar a acdo de contamies bacterianos na fermentacéo
etanolica, sado utilizados métodos de controle danpetros como, viabilidade celular, indice
de infeccdo e rendimento no processo fermentatimde através dos mesmos é possivel
constatar que a contaminacdo bacteriana interfecausa quedas do rendimento e da
eficiéncia do processo industrial. Como, no entaasobactérias sédo distintas das leveduras,
utiliza-se de agentes antimicrobianos seletivosa pae possa entdo, haver um controle sobre
a acdo desses contaminantes, evitando que ocoregnmizps no processo fermentativo para a
obtencéo de etanol.

Palavras-chave: contaminacdo bacteriana,Saccharomyces cerevisiae, floculagéo,
antimicrobianos.
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ABSTRACT

INFLUENCE OF THE PERFORMANCE OF AGENTS
BACTERIAL CONTAMINANTS IN ETHANOLIC
FERMENTATION

There are many factors that affect the fermentatioa sugarcane mill, among which stands
out bacterial contamination. To be guaranteed mdatation process with high efficiency,
good performance and a product of desirable quedibtrol is needed for contaminants in the
fermentation. Prior to fermentation steps are aluc the whole process, as these may allow
the development of microbial contaminants, becaosévorable conditions found in the
preparation of the wort. These conditions are: iuaf raw material, temperature, pH, sugar
concentration and inoculum, and other factors tbhah interfere with fermentation
performance. The presence of bacteria can causgasgwroblems, such as consumption of
sugar and nutrients, loss of viability of yeastniation of lumps, foams, and organic acids
that inhibit fermentation. This is due to the rele@f metabolites that influence the activity of
the yeast cell, affecting the quality and concdimna of ethanol produced.

In order to assess the action of bacterial contantgnin ethanol fermentation, methods are
used to control parameters such as cell viabilitiection rate and yield in the fermentation
process, where through the same it is clear thatbal contamination interferes and causes
of falls performance and efficiency of industrialopesses. Since, however, bacteria are
different from yeast, is used for selective antioizal agents, so you can then have a control
over the action of these contaminants, preventargaje from occurring in the fermentation
process for production of ethanol.

Keywords: bacterial contaminatiorgaccharomyces cerevisiae, flocculation, antimicrobials.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é um pais beneficiado por suas condicliesaticas e de relevo, o que
possibilita o plantio de diversas culturas, priatipente a cana-de-acucar que domina uma
vasta area deste territorio. Com o0 processamerdta aelltura, pode-se obter o acucar, o
etanol e subprodutos (CAMOLEZ, 2004).

A industria sucroalcooleira no Brasil € de gramdgortancia para a economia, pois o
etanol, além de suas propriedades antimicrobianas]izado como combustivel alternativo
para automoveis, sendo menos poluente que a gasglalém disso, é derivado de uma fonte
de energia renovavel. Com os altos custos do petrél a pouca disponibilidade de
combustiveis alternativos para transportes, o e&stad ganhando abertura para se tornar uma
importante matriz energética mundial (DORTA, 2006).

A transformacgdo da cana-de-acUcar em etanol eaealipor leveduras originarias do
géneroSaccharomyces sendo uma das principaisSaccharomyces cerevisiae, por meio do
processo de fermentacdo etandlica. Nesse proc@ssoréciclo de células, o que causa a
intensificacdo da presenca de agentes contaminaetadtando em fatores que inibem o
processo como, formacéo de glicerol, queda nalidalle de leveduras, producdo de acidos
organicos, gomas de dextrana, entre outros, fazemtloque ocorram quedas no rendimento
do processo e na producao de etanol.

A decomposicdo da sacarose por microrganismomis& quando a cana-de-acucar
ainda esta no campo. Segundo Oliva-Neto (1995 d4pQ&TA, 2006, p. 7), durante a
passagem da cana até a etapa de fermentacdo @¢@oiicrobiota contaminante passa por
uma selecdo em funcdo do pH, temperatura, cond@giessféricas e produtos inibidores
(presentes no substrato) a que sado submetidas.

Durante o processo industrial de producdo de alqmmiem estar presentes

microrganismos oriundos da cana-de-aclUcar no cajnposobrevivem aos tratamentos do
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caldo e condi¢cdes como pH, temperatura e produibgdrios no meio fermentativo e se
estabelecem nas dornas de fermentacdo (ANGELIS))2@k leveduras da fermentacao
alcodlica competem pelo substrato com bactériasngumalmente habitam as dornas. Um
processo de fermentacdo considerado relativamead® sapresenta niveis de bactéria
préximos a 10células/mL (ANDRIETTAet al., 2006).

Os microrganismos transportados com a cana-dexag@o provenientes do solo, ar
ou agua. A cana possui uma cera que funciona coategdo natural, a qual € destruida apos
0 processo de corte. Com essa destruicdo a camastigcetivel, ocorrendo uma rapida
multiplicacdo de microrganismos (ANDRIETA, 2002).

Os principais contaminantes do meio fermentativo $&&cilos Gram-positivos
compostos pelos génerbactobacillus, Bacillus e Leuconostoc. OsLactobacillus tém ampla
distribuicdo, sdo espécies principalmente aciddfgatolerantes ao etanol, sacaroliticas e
exigentes nutricionalmente (OLIVA-NETO e YOKOYA,9BRapud DORTA, 2006; p.8).

As altas temperaturas de fermentacdo favorecem nsaromacdo bacteriana, o
aumento do tempo de fermentacdo e o0 estresse ddulav A contaminagcédo bacteriana
associa-se ao aumento da formacdo de acido lastiemmbora ndo haja uma confirmacéo
definitiva sobre a causa da floculacdo da levedoomsidera-se, na industria, que esta
contaminacdo € a principal responsavel pelos prade encontrados na fermentacao
alcodlica (LIMA et al., 2001).

No entanto, por haver distingdo entre levedurasa@ébas, podem ser utilizados
produtos seletivos, a fim de controlar a acdo Ibarte no processo fermentativo,
minimizando os diversos prejuizos causados pela@dgsses agentes contaminantes.

A iniciativa de realizar este trabalho teve comeeba histérico das fermentacfes da
safra 2011/2012 da Usina Santa Adélia S/A, ondpracesso de moagem da cana-de-acUcar,
é utilizada como método preventivo de contaminagaaplicacdo de vapor e quartenario de
amonio, para que sejam evitadas perdas de sacuresera utilizada na producéo de acucar
e na fermentacdo. Caso haja ocorréncia de conte@tunasdo utilizados antibioticos
especificos e dioxido de cloro, a fim de contradainfeccdo bacteriana (Comunicacdo
Informal).

Sendo assim, o presente trabalho tem como objatialar a acdo de agentes bacterianos
contaminantes sobre o metabolismo das levedurasguass interferem no processo

fermentativo e diminuindo o rendimento da produgéetanol.
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2.1. Qualidade da matéria- prima

A qualidade da matéria-prima trata-se de um coojul® caracteristicas que sejam
compativeis com as necessidades exigidas na iradiStum fator imprescindivel, pois é dele
gue depende a eficiéncia e o rendimento do proceshestrial e consequentemente, a
gualidade do produto final.

Varios fatores, no entanto, podem influenciar naliqade da cana-de-acucar utilizada
no processamento industrial. Caracteristicas figidmicas e microbioldgicas, por exemplo,
podem afetar significativamente a producdo de étan@cuUcar, onde a contaminagao
microbiana é um indicativo importante quanto a igiagle da matéria-prima. Esta se origina
com condicfes inadequadas de manejo, condi¢cOestan e com o aumento do tempo pos-
gueima e/ou impurezas minerais e vegetais.

Segundo Stupiello (1997, apud CAMOLEZ, 2004, p. 8)utilizacdo de cana-de-
acucar com caracteristicas desejaveis, se proeesapidamente, resulta em um rendimento
alto, porém quando possui condi¢des inferiores a&cgesdas de tempo no processamento.
Quanto pior a qualidade da matéria-prima, maiotempo de retencdo nos decantadores para
gue se obtenha um caldo isento de impurezas e matmmsumo de produtos quimicos,
resultando em menor rendimento industrial e afetadoletamente na composicdo dos
produtos finais obtidos.

Para que haja um desempenho industrial satisfatdewee-se realizar um controle
rigoroso sobre caracteristicas da matéria-primao¢cgmonto de maturacdo, operacdes de
colheita e transporte, perdas de sacarose, cdstici®s microbioldgicas e conseguinte, pH,
acidez, teores de acucares redutores, dextrana,jRweza (CAMOLEZ, 2004).

Segundo observacdes de Mutton (2003), sob a acageatdes agressores (insetos e
patdgenos), as plantas realizam reacdes bioquimreasformando as reservas de acucares,
anteriormente acumulados objetivando o armazenameat sacarose nos colmos, para
producdo de biomoléculas (lignina, polissacarideosmpostos fendlicos), a fim de proteger-
se do ataque. O controle inadequado desses agressiie causar uma maior incidéncia de
microrganismos, que além de consumirem acucaresnuiem o rendimento e produzem
metabolitos que podem prejudicar o processameifdongar produtos secundarios. Deve-se
salientar ainda que, longos periodos de armazenarmés- queima, causam maiores indices

de deterioracéo avancada da matéria-prima (RAVANEQ10).
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Neste contexto, as leveduras fermentadoras séiolasile o processo fermentativo €

prejudicado, refletindo nas perdas no rendimertodico e na alteragédo do destilado obtido.

2.2. Mosto

Para que se obtenha o alcool etilico por meio aedrtacdo de misturas agucaradas, €
necessario que se realize o preparo do mosto. 8edt@molez (2004), o preparo do mosto
compreende todas as operacgOes tecnoldgicas que tvemasformar e corrigir a matéria-prima
em uma solucdo agucarada com concentracdo deénsiglementacéo de nutrientes, a fim
de facilitar a fermentacédo para que seja atendigeoducdo pretendida e a capacidade

fermentativa da levedura.

2.2.1.Caracteristicas fisico-quimicas

A garantia de uma fermentacdo bem realizada depeatetdre outros fatores, do
monitoramento de caracteristicas essenciais pgualedade do mosto. Essas caracteristicas
sao a concentracao de acucares, a acidez, os coempées minerais e a clarificacdo do caldo
utilizado (CAMOLEZ, 2004).

O mosto, portanto, deve passar pelos processagueéeimento e decantagcéo, onde no
aguecimento, a viscosidade € reduzida e a velceidiad reacbes quimicas € acelerada,
agrupando todas as impurezas presentes na forrpagqienos flocos. Na decantacédo ha a
precipitacédo destes flocos, que sdo eliminadosmaaf de lodo (CAMOLEZ, 2004).

Os tratamentos nos caldos visam reduzir a quamidadmpurezas grosseiras, a carga
microbiana, a formacdo de espumas e o aumentoodaléeagucares totais, resultando na
maior eficiéncia do processo, economia de vapogua,aprotecdo dos equipamentos e
continuidade do processo fermentativo em paradesteais de moagem (STUPIELLO &
HORII, 1982 apud CAMOLEZ, 2004, p. 5). Um process® decantacdo bem realizado
elimina terra, bagacilho, entre outras impurezegyzindo a presenca de contaminantes e 0s
gastos com dispersantes, antiespumantes e acfddagusao bem menores (AMORIB al .,
1996 apud RAVANELI, 2010, p. 22).

Fatores como pH, temperatura e 0 uso excessivoodetps na clarificacdo do acucar,
podem interferir drasticamente na qualidade do ompasfetando diretamente o rendimento
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fermentativo. Motivo causado pela presenca de ountntes, que utilizam da sacarose para
produzir &cido latico, impedindo a agédo das levasl(RAVANELI, 2010).

2.2.2.Caracteristicas microbiolégicas

A obtencdo de um mosto de qualidade depende deotEmagricolas, no que se refere
as horas pos-queima (no caso de colheita manuati@mopo entre o corte mecanizado e a
moagem. Quanto maior o periodo entre a queima/dart&na e seu processamento, maior a
possibilidade de deterioracdo da mesma, que aagreim caldo com maior indice de
microrganismos contaminantes (CAMOLEZ, 2004).

E necessario que seja realizada manutencdo ngsaewgntos, garantindo a assepsia
adequada e operacOes térmicas ideais para quensgjmizado o desenvolvimento

microbiolégico nos caldos que serao utilizados paegaro do mosto (CAMOLEZ, 2004).

2.3. Fermentacéo etandlica

Segundo Bertoletti (2008), fermentacdo etandlican@a reacdo quimica de oxi-
reducdo anaerdbia, onde o equilibrio energéticonsarvado. Mediante este fendbmeno os
acucares sao transformados em etanol e gas cavb@uc acdo das leveduras pela via
glicolitica.

A Figura 2 mostra como ocorre a transformacdo decaags em etanol e gas

carbonico, através da Equacao que refere-se a Raxgde Etandlica.

CH;Os —=> 2CHO -+ 2 CO;

Levedura
Glicose Etanol Gas Carbdnico

FIGURA 2 - Equacéo da Fermentacao Etandlica

A fermentagdo etanodlica que ocorre nas dornas heefgacdo se divide em trés
etapas: pré-fermentacéo, fermentacao e pos-fergénta
A pré-fermentacdo tem seu inicio, quando € adicionao mosto previamente

preparado, o fermento, havendo assim ativa muéipiio de células e elevacédo lenta e
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gradual da temperatura do meio, pouca formacaspengas, pouco desprendimento de,CO
e uma pequena producdo de etanol (Figura 3). @eraanco a seis horas apds, inicia-se o
processo de fermentacdo principal, onde ha inteesprendimento de GClormacao de
espuma, rapida elevacédo da temperatura, quedandidaée do mosto devido ao elevado
consumo de acucares e da formacéao equivalentadol €Figura 4) (ANTONINI, 2004).

A pos-fermentacédo se da pela diminuicdo lenta dugdada temperatura do mosto,
diminuicdo do desprendimento do £@levagdo da acidez, formacdo de subprodutos,
floculagcdo e o desaparecimento de espumas. Tengddude seis a oito horas para que se
possa evitar a infec¢do do vinho e do pé-de-culasgra utilizado em nova fermentagédo. O
mosto totalmente fermentado, portanto, € denomimadm (ANTONINI, 2004).

i

FIGURA 3 - Pré- fermentacdo FIGURA Bermentacao
FONTE: MADALENO, 2011 FONTE: MADALENO, 2011

Os processos fermentativos utilizados pareodygédo de etanol podem ser continuo,
descontinuo (batelada), podendo trabalhar com ourseirculagdo do fermento. Segundo
Copersucar (2001), as destilarias no Brasil utiizaprocesso fermentativo com recuperacao
do fermento, onde ap6s centrifugacdo o vinho éradpado leite de levedura que sera
submetido a um processo de lavagem com agua eoatkcacido sulfirico em agitacéo, até
atingir um pH proximo de 2,5, na tentativa de skaecontaminacdo bacteriana, para que
assim possa retornar ao processo.

A conducao do processo descontinuo (Figura 5) ipemwitar o efeito inibitorio do
acucar, durante a fase inicial, o que resulta emmeancentracdo de etanol. Permite ainda

gue seja realizada alimentacdo com adicfes intmte#, a velocidade constante e de forma
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exponencial, onde o mosto é adicionado lentamesrteymtro horas e apds seis a nove horas
conclui-se o processo fermentativo (DORTA, 2006).

Este processo é o mais seguro, quando ha probldenasmnutencao e condi¢cbes de
assepsia, pois ao final de cada batelada a doraaskerilizada, recebendo um novo inéculo.
Uma desvantagem sdo os baixos rendimentos e/owtmidddes, quando o substrato
adicionado de uma vez s6 no inicio da fermentagaécce efeitos de inibicdo, repressdo ou
desvia 0 metabolismo celular para formacgéo de posdgue nédo interessam, além do tempo
maior gasto com as bateladas (COPERSUCAR, 2001).

No processo continuo (Figura 6), 0 meio nutrienietgmente com o indculo é
injetado de forma continua, resultando na saidmesma quantidade de meio fermentado.
Tal processo pode ser mais vantajoso que o deabatgbois inclui otimizagcéo das condi¢gbes
de processo para uma maior produtividade, periodgol de produtividade continua, maior
produtividade volumétrica, reducdo dos custos Htooiais, uma vez alcancado o estado
desejado e reduzido o tempo de limpeza e sanitzdgé dornas. (CYSEWSKI e WILKIE,
1978 apud DORTA, 2006, p.4).

Sua maior desvantagem é a suscetibilidade a camagfo bacteriana por longos
prazos de exposicdo, além de exigir total conhatimgara otimizar as condicbes de
processo para atingir o rendimento desejado, jpahtiente no que se trata de adicdo de
produtos quimicos, alteracfes da taxa de fluxomestura dos nutrientes, ou alteracées nos
parametros estimados, a fim de otimizar condi¢@@Pprdcesso, para que seja atingido o
rendimento desejado (BAYROCK e INGLEDEW, 2005 ap@RTA, 2006, p.4).

FIGURA 5 - Fermentacédo Descontinua  FIGURAR@rMentacdo Continua
FONTE: MADALENO, 2011 (Usina Santa AidéB/A)
FONTE: PENAFORTE, 2011
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2.4. Fatores que afetam o processo fermentativo

2.4.1.Agentes fermentativos

O conhecimento ja existente, relativo a fisiolopi@quimica e genética das leveduras,
fez com que as mesmas fossem utilizadas como madsico de células bioldgicas para
estudo de processos metabdlicos complexos. NolBaadeveduras tém grande importancia
nas industrias de panificacdo, de bebidas e deipéodde etanol (BAPTISTA, 2001).

Sao fungos unicelulares, e suas células poderesééricas, ovoides ou cilindricas.
Sua reproducdo pode ser sexuada (formacdo de sppmuoassexuada que ocorre por
brotamento ou fisséo celular (COPERSUCAR, 2001).

As leveduras pertencentes ao gén&iocharomyces, principalmente as da espécie
Saccharomyces cerevisiae, sdo largamente utilizadas em escala industria pgroducéo de
etanol. Isso acontece, porque 0s representantse @€snero sdo 0s microrganismos que
possuem caracteristicas mais favoraveis para aforamacdo de agucares em etanol
(COPERSUCAR, 2001).

O desempenho do processo fermentativo é enormemtenéelo pelo tipo de levedura
gue o executa, dependendo de varias circunstaraii® as quais o substrato ou matéria
prima utilizada, o teor alcodlico desejado no ptodiinal, a duragdo da fermentacdo, as
propriedades do produto, entre outros fatores (LB1&., 2001). Portanto, a escolha do
agente fermentativo adequado € o fator que reawdtaralta eficiéncia na producao de etanol,
baixa producéo de glicerol e alta tolerancia ardive fatores estressantes.

Segundo Limeet al. (2001), pode ser observado que durante o cictodetativo, as
linhagens que dao inicio ao processo sao subst#yidr leveduras comuns a regido da
destilaria, denominadas de leveduras contaminaiegasoras ou nativas. E importante
ressaltar que as leveduras nativas podem domipesoesso ao longo da safra melhoraado
eficiéncia na producédo de &lcool ou acarretanddl@nmas na fermentacdo, como baixo
rendimento, formacao excessiva de espumas e flgiuldo fermento.

Na figura 6 € possivel visualizar uma linhagem eleedluras selecionadas e uma
linhagem de leveduras nativas. A forma colonia #sda linhagem selecionada SA-1 (Usina
Santa Adélia S/A) e a forma colonial rugosa é dhdgem nativa que dominou o processo
fermentativo na safra 2011/2012.
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FIGURA 7 — Linhagens de Leveduras: A) Levedbetecionada SA-1; B) Levedura
Nativa dominante do processo fermentativoafiea2011/2012 Usina Santa Adélia S/A.
FONTE: PENAFORTE, 2011.

2.4.2.pH

O pH é um fator significativo para as fermentac@edustriais devido a sua
importancia tanto no controle da contaminacdo baci® quanto ao seu efeito sobre o
crescimento da levedura, taxa de fermentacdo eafgionde subprodutos (BASS® al.,
1996 apud CAMOLEZ, 2004, p. 7).

A levedura possui ampla tolerancia as condi¢cdepHieSendo assim, apresenta um
desenvolvimento normal em na faixa de pH entre &,5,5, mas permitindo também a
operacdo de sistemas com valores de pH da ordeB)5de 4,5, onde ha sensibilidade da
maioria de microrganismos, reduzindo os ricos agrec contaminacdo (RAVANELI, 2010).

Para que o processo fermentativo e a multiplicam@mram de forma correta, é
importante que haja a correcdo de pH. Essa correg@oatica é feita com aplicacdo de acido
sulfurico, resultando em maiores rendimentos deodl@elo fato de restringir o crescimento
do fermento, ao mesmo tempo em que reduz a cordgaurbacteriana. Os caldos de cana
fermentam sem correcéo da acidez, em pH naturavayie de 5,2 a 6. Por serem aciddfilas,
as leveduras possuem consideravel tolerancia eémaatviabilidade na faixa acida do pH
(ANGELIS, 1992 apud CAMOLEZ, 2004, p. 8).
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2.4.3. Temperatura

A Temperatura € uma das condicbes ambientais que afetam a atividade dos
microrganismos, influenciando no metabolismo, démeento, capacidade fermentativa, e a
viabilidade em leveduras. (ALCARDE, 1996 apud BAFETA, 2001, p.7).

A temperatura ideal para o metabolismo das levedurgesdfilas durante a
fermentacdo encontra-se na entre 28 °C 34 °C (RARMAN2010). Temperaturas inferiores a
30-33 °C prolongam o tempo do processo fermentgiims o metabolismo das leveduras fica
mais lento por haver maior gasto de energia. Enquamperaturas elevadas inibem o
crescimento celular, ocorrendo queda na viabilidadelar e favorecendo o desenvolvimento
de bactérias, ao mesmo tempo em que as levedoaas fmais sensiveis a toxidez do alcool,
levando a formacéo de metabdlitos secundarios angticerol.

No entanto, a temperatura ideal para que se obtenh@ximo de sanidade da
levedura (30-33°C), dificilmente € mantida na maitidurante os ciclos fermentativos.
Segundo YOKOYA (1995 apud CAMOLEZ, 2004, p. 8), emperatura de até 36°C é
toleravel pela maioria das leveduras de fermentat@mlica, pois temperaturas de 38-40°C
sdo altamente prejudiciais a manutencao da atigidacgprocesso fermentativo. Existem trés
temperaturas chaves de um processo de crescimentevdduras: Tmaxi (temperatura
maxima inicial de crescimento), Tmaxf (temperator@xima final de crescimento) e Topt
(temperatura Otima de crescimento). O aumento deerracdo alcodlica ao longo da
fermentacdo provoca uma diminuicdo das trés terpesm Quando Tmaxf se iguala a
temperatura do processo, o crescimento celulapt®ennulo (STECKELBERG, 2001 apud
NAVES et al., 2010).

2.4.4.Concentracao de acucares

A concentracdo de acgucares no meio € fator detant@npara a ocorréncia da
respiracdo e/ou fermentacdo no medo.espécie Saccharomyces cerevisiae € capaz de
fermentar os agUcares que compdem a cana-de-aguEarsdo basicamente a glicose, a
frutose, e a sacarose (STECKELBERG, 2001 apud NA#ER, 2010). Essas linhagens de

levedura normalmente utilizadas nos processos tndissapresentam uma osmotolerancia
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limitada, por essa razao, fermentacdes alcodl@asealizadas em concentracdes de acucar <
20% (m/v) (SOUZA, 2009).

O aumento da concentracdo de aguUcares, conseqeatterieva a velocidade de
fermentacdo, resultando em perdas da atividadeadsporte de acgucar, produzindo menos
etanol. O estresse induzido pelo aumento da oswadiEr externa leva a reducdo em
crescimento e perda da viabilidade das célulaslelasiuras, devido as perturbagdes no
gradiente osmatico através da membrana plasmdsitaleva, por sua vez, a perdas em
volume das células que se contraem por causa deenlfas em pressdo osmotica entre o
exterior e o interior das células (SOUZA, 2009).

Os substratos (mostos) devem ser adequados aovdesmento do microrganismo e
a finalidade de sua atividade, que é produzir uetgrchinada substancia. Além de uma
composicao capaz de suprir as exigéncias dos mam@mMos para seu melhor desempenho,
deve estar devidamente condicionado em termos déephberatura, assepsia ou esterilidade
(ZAR, 2010). Sendo assim, no preparo do mosto,ngerdracdo de acucar total deve ser
compativel com a natureza e composicdo da maténmep com o tipo de levedura
empregada e com o processo de conducao da ferdeBTUPIELLO E HORII, 1981 apud
RAVANELI, 2010, p.8).

2.4.5.Concentracao do inéculo

As fermentagBes industriais geralmente iniciam-savas da inoculagdo de uma
massa de células proveniente de cepa de levedaciosada, denominada indculo.

Concentracfes elevadas de indculo na dorna perrfetenentacoes mais rapidas, que
sdo seguidas por aumento da temperatura, 0 quikaresu uma maior produtividade e um
maior controle sobre as bactérias contaminantés) dke restringir o crescimento da propria
levedura. Por outro lado, o elevado teor de levee@nige energia de manutencao maior, isto
€, maior consumo de agucar para manter as célivias (LIMA et al., 2001).

Consequentemente resulta em uma maior competichs peitrientes do meio,
minerais e vitaminas, diminuindo a viabilidade dmiento. Portanto, é importante existir um
teor 6timo de levedura na dorna, dependendo dadigiims especiais do processo industrial
(LIMA etal., 2001).
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Assim a recirculacdo das células da levedura perassim, a manutencédo da alta
concentracdo celular e maior eficiéncia decorrdatem menor consumo de agucar utilizado
para formacao de células (STECKELBERG, 2001 apufBRet al., 2010, p.8).

2.4.6.0xigénio

Os microrganismos se comportam de diferentes neneia presenca de oxigénio
livre, ou seja, alguns desses exigem a presenggigénio para sua sobrevivéncia, que séo 0s
aerdbios, outros ndo toleram a presenca de oxiggn@®sao os anaerdbios e hd aqueles que
podem se desenvolver tanto na presenca como naceus¥ oxigénio livre, que sdo os
facultativos (BORZANIet al., 2001 apud NAVES et al., 2010, p.8).

A levedura da espéciBaccharomyces cerevisiae possui caracteristicas facultativas
para a utilizagdo do oxigénio, possibilitando rotastabdlicas tanto na auséncia como na
presenca de oxigénio. No entanto, altas concemsacgi® acucares inibem a atividade
enzimatica respiratoria e a formacdo de mitocosgdpeoduzindo etanol mesmo na presenca
de oxigénio. Esse processo € denominado “Efeitbta&’ (LIMA et al., 1986 apud NAVES
et al., 2010, p.8).

Ha a possibilidade também de a fermentagdo etanékc inibida na presenca de
grandes concentracdes de oxigénio, o que é dendmd&“Efeito Pasteur”. Efeito este, que
esta intimamente associado ao estado fisiologicoétlda, manifestando-se principalmente
nas leveduras que estdo na fase estacionaria @odeancrescimento das células, ocorrendo
diminuicdo do consumo de glicose. Nas células erscanento, ou seja, na fase exponencial,
nao ha diferenca significativa na velocidade desaoro de glicose entre uma célula aerébia e
outra anaerébia (STECKELBERG, 2001 apud NAWESI., 2010, p.8).

Embora pareca contraditério, sabe-se hoje que @letemfalta de oxigénio ndo é
benéfica ao processo de producgdo de alcool. Nimais altos de rendimentos alcodlicos e
menos glicerol formado foram obtidos em culturas gaais havia certa quantidade de
oxigénio disponivel (SOUZA, 2009).



28

2.4.7.Etanol

Fisiologicamente, o etanol inibe o crescimento eiabilidade das leveduras e a
habilidade fermentativa, pois atua negativamenbeesearios sistemas de transporte celular, a
sinalizacdo celular da glicose e sobre enzimasxtterea importancia para a via glicolitica
(ALEXANDRE e CHARPENTIER, 1998 e BISSON 1999 apu@&A, 2009, p.31).

O efeito inibitério do etanol produzido petaccharomyces cerevisiae durante a
fermentacdo € complexo e resulta no principal fajoe desencadeia uma fermentacéo
incompleta e consequentemente a diminuigdo nomedo do processo. Portanto, o melhor
conhecimento do efeito de etanol sobre a levecaode ser interessante para melhorar a
fermentacdo (NAVESt al., 2010).

Os fatores que influenciam na sensibilidade do oktgtemperatura, aeracao,
composicdo do meio) agem direta ou indiretamentresas propriedades da membrana
plasmatica. Entretanto, o etanol parece nao teefeito Unico, provocando modificacdes nas
propriedades da membrana lipidica e nos sistemasadsporte de soluto e agindo sobre
algumas enzimas (STECKELBERG, 2001 apud NA\ES ., 2010, p.8).

Algumas analises evidenciaram que o0 crescimentolacelndo € inibido em
concentracdes de alcool inferiores a 26 g/L, mesb&lo totalmente quando a concentracéo
de alcool atinge 68,5 g/L no meio da fermentacém.nizsma forma ao isolar leveduras de
destilarias mostraram inibicdo de suas atividademdntativa em batelada simples a 30 °C
quando a concentragdo de alcool no meio foi superi8%. Acima de 8% de &lcool a
fermentacao ocorre de forma gradativamente red30&ZA, 2009).

2.4.8.Viabilidade celular

Um dos aspectos mais importantes no controle featieo € a viabilidade celular e
guanto maior esse numero melhor sera o desempenippodesso. Como o ambiente das
dornas de fermentacdo ndo € propriamente idealrpanaitencdo da viabilidade celular um
controle minucioso deve ser feito nas unidades ytoods (STECKELBERG, 2001 apud
NAVES et al., 2010, p.9).

Os aumentos de temperatura na fermentacdo produrpesnforte diminuicdo da

viabilidade celular. Isto ocorre devido ao aumetds taxas de producédo e acumulo de etanol
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no meio e nas células (STECKELBERG, 2001 apud NA¥ES., 2010, p.9 ). A adicdo ao
meio de &cidos graxos insaturados ou esteréis maekdolerancia das leveduras ao etanol,
aumentando assim a viabilidade celular (SOUZA, 2009

Segundo Dorta (2006), nas ultimas décadas, as susleaacucar e alcool vém
aumentando a dosagem de melaco no mosto fermentativrelacdo ao caldo de cana, o que
faz com que ocorram maiores problemas para a péodetandlica, devido a adi¢cao de sulfito
no processo de sulfitagdo. Tal substancia é uldizaa clarificacdo do acucar e acumulada,
torna-se excessiva no melago. A presenca destentagm quantidades elevadas no melago
de cana, tem sido apontada como outro fator dendigéo do rendimento alcodlico, da

viabilidade e do crescimento celular de leveduras.

2.4.9.Floculacéo

Na floculagéo, fenbmeno que ocorre na fermentalc@dléca por leveduras, as células
agrupam-se formando conglomerados de peso muitaesveuperior ao da célula
individualizada. A formacao de flocos comprometeoaversao de agucar em etanol e,CO
pela reducéo da superficie de contato direto estilulas e 0 meio (MUTTO®# al., 2004).

Este fendmeno pode causar perda de células ndfegate o consequente gasto de
substrato para a reposicao celular, determinangionagsjueda no rendimento alcodlico. A
floculacdo dificulta o contato entre o antimicratmausado no processo e a bactéria causando
0 aumento desses contaminantes, que provocam uensue acidez, afetando a qualidade
do etanol produzido (LUDWING al., 2001 apud NAVES, 2010, p.9). Além disso, tém
sidos observados aumento no tempo de fermentaggduedo de aproximadamente 15% no
processo fermentativo.

A floculacdo ocorre devido a varios fatores dosigjugestacam-se o contato com
gomas sintetizadas pelas bactérias, ou pelo coatdte bactérias indutoras da floculacdo e
leveduras, devido a contaminacdo por levedurasiltatas, ou ainda pelo excesso de sais
presentes nos caldos. No setor de fermentacao tdacls as bactérias lacticas sdo as
principais promotoras de fermentacdes indesejaesigecialmente, o génetactobacillus
que é resistente ao etanol (LUDWINGal., 2001 apud NAVES, 2010, p.9).

A acidez do vinho, causada por bactérias produtal@asacidos organicos, é

comprovadamente aumentada pelo alto teor de flogajacausando uma significativa queda
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do rendimento alcodlico e viabilidade das levedupPasa o controle da infeccédo bacteriana, e
de suas consequéncias no processo de obtencdand wsando uma fermentacdo sadia,

rapida e eficiente, € fundamental a busca por 8ekipraticas e viaveis para atenuar ou
eliminar a floculagéo do fermento nas destilaniaduzindo assim, os custos de producao de
etanol (LUDWINGet al., 2001 apud NAVES, 2010, p.9).

Quando se trata de altas concentracfes de saisaltug foi observado que a forca
ibnica do meio e concentracdes de calcio favoreaefioculacdo de cepas floculentas de
Saccharomyces cerevisiae. Micro quantidades de célcio sdo suficientes pamanover a
floculacéo.

A separacdao realizada para a recuperacao daasehdsente no vinho é feita atraves
de centrifugas, que sdo equipamentos otimizadtslaalho com concentracdes homogéneas
de solidos. Portanto, exigem condigbes totalmenteremtes daquelas apresentadas na
floculacdo, onde a sedimentacéo das células noeifeadores forma fases de concentracdes
diferentes, ocasionando baixas eficiéncias de aepar

Segundo Amorinet al. (1982), ha ocorréncia de perdas intensas de lexettunando
os ciclos de fermentacdo mais longos, provocandiucé® acentuada no rendimento
(SOUZA, 2000). Acarretando ainda, entupimento deiacdées com consequente demora no
bombeamento do caldo fermentado (LUDWAGAI., 1995 apud SOUZA, 2000; p.25). Além
de problemas operacionais na industria, a flocolaig leveduras na fermentacado, afeta a
cinética do processo, através da diminuicdo da deeeontato entre levedura e o substrato
(GUERRAEt al., 1998 apud SOUZA, 2000, p.25).

2.4.10. Concentracao de nutrientes

Do ponto de vista nutricional, o nitrogénio, fésfopotassio, enxofre, magnésio,
manganés, zinco, calcio entre outros, sdo elementtsderados fundamentais as leveduras,
levando-se em conta a estrutura celular dos miansgios fermentadores, o desdobramento
de acUcares e outros processos metabdlicos WMORIM, 1985 apud RAVANELI, 2010,
p.21).

De acordo com Amorimet al. (1996), a exigéncia nutricional depende da comagab
desses elementos no meio, estando diretament®digatinhagem da levedura utilizada no
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processo. O enxofre, potassio, manganés e cobalésentam uma funcdo importante no

processo por estarem relacionados as atividadés&izas (RAVANELI, 2010).

2.5. Contaminacg&o no processo fermentativo

A presenca de microrganismos contaminantes ineiaescampo, uma vez que fazem
parte do ambiente de producdo da cana-de-acuctaetdfrio, de acordo com Stupiello &
Horii (1981) a infeccdo pode aumentar durante doger entre o corte-carregamento-
transporte e o processo de extragdo, sob condig@esaveis de desenvolvimento (BADIN,
2010).

Quanto mais rapido a cana for levada a usinagsraonvertida em acucar ou etanol,
mais eficiente serd o processo de obtencédo deptattitos. Segundo Oliva-Neto (1995),
durante a passagem da cana até a etapa de fer&weatagdlica nas dornas das destilarias, a
microbiota contaminante passa por uma grande selegd funcdo do pH, temperatura,
condicbes atmosféricas e produtos inibidores (pteseno substrato) a que sdo submetidas
(DORTA, 2006).

No decorrer do processo fermentativo, a microfl@stringe-se a poucos géneros,
uma vez que o pH torna-se mais baixo e existe ceatordo teor alcodlico, ficando dificil a
adaptacdo para a maior parte dos microrganismoget&mo, o processo de batelada
alimentada ou continuo com o reciclo de célulalizaio nas usinas sucroalcooleiras,
favorece a proliferagdo de alguns géneros contamt@sanas dornas fermentativas, que
realizam fermentagfes paralelas a fermentacéolet@{@LIVA-NETO e YOKOYA, 1994
apud DORTA, 2006, p.7).

Os microrganismos contaminantes afetam diretamentprocesso fermentativo,
destacando entre eles fungos, bactérias e levedusaguais ndo sdo direcionados para o
processo da fermentacdo (MUTTON, 1998). As leveslurantaminantes sao aquelas
presentes no processo fermentativo que nédo forlmti@@adas para a condugéo da producao
de etanol, prejudicando o processo causando prableen aumentando o tempo de
fermentacdo (CABRINI & GALLO, 1999).

As bactérias presentes na cana-de-acuUcar podendipegjintensivamente a qualidade
do caldo e do mosto. Isso acontece porque 0os mesawsonsiderados 6timos substratos
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para o desenvolvimento microbiano devido a altosetede nutrientes, alta atividade de agua,
pH e temperatura favoraveis (BADIN, 2010).

O numero total de bactérias presentes no caldw lietcana-de-aglcar pode ser
aumentado sensivelmente tanto por periodos prafilmsgantre o corte e a moagem da planta
como por insipiente assepsia ha moenda, filtros\das e tubulagdes que entram em contato
direto como referido material, necessitando muitzes do emprego de anti-sépticos para o
controle da carga bacteriana (MUTTON, 2003).

As bactérias presentes a fermentacdo etandlicaammavarios problemas, como o
consumo de acucar e nutrientes, queda de viabdidas leveduras, formacdo de grumos,
espumas, além de acidos organicos que inibem aegsocfermentativo. Estes compostos
atuam sobre as células das leveduras, afetandm@erdcacdo e a qualidade de etanol
produzido (CAMOLEZ, 2004).

As bactérias participam ativamente na deterioragd@ocana colhida, reduzindo o
tempo de estocagem e introduzem no processo psdudesejaveis do metabolismo que
tanto dificultam as diversas etapas do process@ &émentacdo, como causam alteracdes
ambientais desfavoraveis as leveduras durante mefgéacdo. Um rigoroso controle
microbioldgico do processamento, com a sistematio@inacdo de contaminantes, precisa ser
melhor investigado e conhecido (ZAR, 2010).

Microrganismos contaminantes sdo também reciclagdos a levedura e isto pode
causar muitos problemas, gerando competicdo eraoterins e leveduras pelo mesmo
substrato (OLIVA-NETO & YOKOYA, 2001 apud CAMOLEZ004, p. 9). Os maiores
prejuizos causados pela contaminacéao bacteriana dégradacéo da sacarose e a producao
de acido acético e acido lactico que causam a meragglcares e intoxicacdo das células de
levedura. A reducgdo da viabilidade e do brotamel@deveduras pode estar relacionada a
producdo desses metabolitos toxicos as leveduramooesgotamento de alguns nutrientes
essenciais ao desenvolvimento das mesmas. (CAMOR(EHA).

Objetivando controlar a infeccdo KELSALL & LYONS (Q@3) recomendam a
adequacdo do ambiente em que se realizar4 a fexgdentlcodlica. Dentre os cuidados
destacam a limpeza constante das dornas de fegéenta@o formacdo de “pontos mortos”
nas tubula¢des de mosto e vinho, maximizacao daigies que favorecam o crescimento da
levedura, fermentacdes rapidas com temperaturaoctada, além da utilizacdo de agentes
antibacterianos (BADIN, 2010).
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2.5.1.Contaminantes bacterianos no processo fermentativo

A fermentacéo industrial, pela dimensdo do processné conduzida em condicbes
ideais de assepsia. Com isso a contaminacao lzaEersta sempre presente e dependendo
de sua intensidade, compromete o rendimento d@egsodermentativo.

As altas temperaturas de fermentacdo favorecem nsgaromacédo bacteriana, o
aumento do tempo de fermentacdo e o0 estresse ddulav A contaminacdo bacteriana
associa-se ao aumento da formacdo de acido laetieonbora ndo haja uma confirmacao
definitiva sobre a causa da floculacdo da levedoomsidera-se, na industria, que esta
contaminagdo € a principal responsavel pelos prase encontrados na fermentacdo
alcodlica (LIMA et al., 2001).

Entre os contaminantes que mais aparecem nos poscé&srmentativos, ocorrendo
inclusive na etapa da fermentacdo etandlica, pradom os bacilos gram-positivos dos
géneros Lactobacillus, Bacillus e Leuconostoc. A sacarose consumida por esses
microrganismos deixara de ser transformada em letancristais de sacarose, provocando
assim perdas do acucar recuperavel, o qual sexgfdrenado em acidos organicos e dextrana,
por exemplo (ANTONINI, 2004).

Determinar o numero e tipo de bactéria presentepmmesso € um parametro
importante para o controle da infeccdo. Um procegsonentativo é considerado
relativamente sadio, quando apresenta uma contageteriana entre 2QFC/mL e 10
UFC/mL.

O rendimento fermentativo pode diminuir cerca d®6]l devido a presenca de
bactérias contaminantes. (SERR#al., 1979 apud DORTA, 2006, p.8). Quando a contagem
bacteriana atinge niveis de®18 10 UFC/mL, a queda no rendimento fermentativo pode
atingir a faixa de 14 a 90% do rendimento teOriEbTERTHUM et al., 1984 apud DORTA,
2006, p.8). Em contaminacdes com niveis deal®® UFC/mL, o rendimento fermentativo
sofreu quedas de 10 a 40% (CR&4l.,1985 apud DORTA, 2006, p.8).

Assim com o controle adequado de matéria-primagilea de lavagem e do processo
de extracdo, pode-se obter um caldo misto com pHedor de 5,5 e com numeros de
contaminantes inferiores a10FC/mL (ANGELIS, 2010).

Segundo AMORIM & OLIVEIRA (1982), bactérias do gémé&euconostoc e Bacillus

guebram a sacarose, formando polimeros de alto mesecular, que séo constituidos por
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residuos de glicose ou frutose. Estes polimeragpent trocadores de calor e canalizacdes,
além de aumentarem a viscosidade do vinho, entagiadentrifugas (RAVANELI, 2010).

As bactérias do génerBcetobacter e Gluconobacter oxidam o etanol em acido
acético, aumentando a acidez volatil e fixa nohasn enquanto as bactérias dos géneros
Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus e Pediococcus produzem grande quantidade de
acido latico a partir da glicose, e as bactériagéeroClostridium sdo responsaveis pela
formacao dos acidos butirico, férmico e acético KBYA, 1995 apud RAVANELI, 2010,
p.22).

Um dos grupos de contaminante mais encontrado maefeacdo alcoolica € o de
bactérias laticas devido a sua alta taxa de crestontolerancia a altas temperaturas, alto
teor alcoolico e pH menor que 4,5. Oactobacillus tém ampla distribuicdo, sdo espécies
principalmente aciddfilas e tolerantes ao etanolgarmente denominadas de bactérias
laticas, sé@o sacaroliticas e exigentes nutricioeate) principalmente quanto a aminoacidos
(OLIVA-NETO e YOKOYA, 1997 apud DORTA, 2006, p. 7).

Segundo HYNESet al. (1997), a contaminacdo por bactérias laticas é mrma
problema do processo fermentativo, pois o cresdimmeas mesmas, causa a redugédo do
rendimento fermentativo devido ao consumo de ghcgsie seria utilizada na sintese
etanodlica, além da competicdo de nutrientes do reedo efeito toxico do acido latico
(DORTA, 2006).

Os microrganismos contaminantes sdo também reoleaim o fermento e isto pode
causar muitos problemas, gerando competicdo erdcteriias e leveduras pelo mesmo
substrato (OLIVA-NETO & YOKOYA, 2001 apud BADIN, 20, p.9). Neste sentido o
reaproveitamento do inéculo estimula a multiplicabacteriana gracas ao enriquecimento do
meio causado pelas substancias intracelulares moaaniilos produzidos pelas células de
leveduras (OLIVA-NETO, 1995 e CHERUBIN, 2003 apudi@N, 2010, p.9).

2.6. Compostos secundarios

Segundo Limeet al. (2001), o processo fermentativo pode ser inibidia formacéo
de compostos secundarios, tais como aldeidos,iglsoperiores, acidos, ésteres e o glicerol,

gue sao produzidos por alguns microrganismos, mlestar presentes no mosto.
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2.6.1.Glicerol

O glicerol é produzido na mesma via de sinteseagde etanol, na forma de desvio,
competindo com este pela utilizacdo do poder rediNADH, motivo que faz com sua
producdo seja inversamente proporcional a do etanajue causa queda na eficiéncia
fermentativa. Esse desvio pode ocorrer devidommode levedura e seu desenvolvimento, da
presenca de contaminantes, da pressao osmoéticagidoe da producdo de acidos organicos
(BASSOet al., 1996 apud CAMOLEZ, 2004, p.14).

A producao de glicerol ndo é constante, e aléntipin da levedura, outros fatores
como, pH, oxigénio, temperatura, tém grande inftli@isobre a formagdo desse composto
(CAMOLEZ, 2004). Segundo Ravaneli (2010), Amorin®{T) relatou ainda que condi¢bes
de pH basico, favoreceram a producdo de glicermpgrcionando o crescimento de

contaminantes em detrimento das leveduras quecgdafikas.

2.6.2.Acido acético e acido latico

Os principais &cidos encontrados na fermentacémléda sdo o acético e latico e
ambos séo inibidores do crescimento das levedraido acético é um produto formado
em pequenas quantidades na fermentacdo, enquadiolm latico € o principal metabdlito
produzido pelas bactérias laticas. A presenca dk@®rganicos, como 0 acético e latico,
resultam em um aumento no consumo de ATP pelaueaebessas condi¢des, parte do ATP
que seria utilizado para crescimento ou ferment&célesviado para manutencdo de seu pH
interno. (NARENDRANATHet al. 2001 apud RAVANELLI, 2010, p.6)

O acido acético € um co-produto normal da ferngé@itaetanolica realizada por
Saccharomyces cerevisiae. Até 30% do mosto pode ser convertido em aciddicac@ela
mesma na presenca de oxigénio, mesmo que n&o hajasanca de contaminagao por
bactérias acéticas. No entanto, sua aparicdo seral&s da acdo principal do metabolismo
microbiano, sendo que a levedura tem a capacidadse cksintetiza-lo através do processo
oxidativo (CAMOLEZ, 2004).

O &cido acético é capaz de inibir por interfer@mgiimica, o transporte de fosfato em

nivel de membrana. Acidos acético, latico e formsdm similares, na capacidade de
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solubilizar lipideos e podem em alta concentracatierar a morfologia celular
(MAIORELLA et al. 1983 apud DORTA, 2006, p.11).

2.6.3.Alcoois homologos superiores

A presenca de é&lcoois superiores (1-propanol, tsololi amilico e isoamilico) no
processo fermentativo € indesejavel nas destilapas a mesma dificulta a obtencdo de
etanol (GUTIERREZ, 1993 apud CAMOLEZ, 2004, p.1&)Yormacéo de alcoois superiores
nas leveduras ocorre através da descarboxilac@etdacidos intermediarios da biossintese
de aminoé&cidos seguida de reducdo de aldeidosdesidrogenase alcodlica (WEEB &
INGRAHAM, 1993 apud CAMOLEZ, 2004, p.15).

Segundo Camolez (2004), Gutierrez (1993) pdde wvhseque 0 aumento da
temperatura e da concentracdo de sacarose, alémlates de pH entre 3,0 e 4,5, causam
maior producédo de alcoois superiores. Varios asitcitam que esses alcoois sao produzidos a
partir de aminoacidos presentes no meio e que atigade formada € influenciada pela
composicao deste, pela temperatura, pelo grau dedaee pela linhagem de levedura que
fazem parte do processo fermentativo.

De acordo com Yokoya (1995) quantidades mais dbevale alcoois superiores sao
formadas quando se utiliza fermento com baixadsne metabdlica, que por sua vez acabam

por influenciar a microbiota durante o processmtartativo (BADIN, 2010).
2.6.4.Aldeidos

Os aldeidos podem ser formados pela reducdo desagidxos, sendo de ocorréncia
restrita a fermentacdo etandlica. O principal aldedssociado a fermentacdo etanodlica é o
acetaldeido. (MAIA. 1994 apud CAMOLEZ, 2004, p.16).

O aparecimento de acetaldeido pode ocorrer a partixidacdo do etanol, atraveés da
influéncia do oxigénio do ar ou pela agédo diretald@mas enzimas oxidantes provenientes
das préprias leveduras (VALESCHI, 1960 apud CAMOLRR04, p.16). A formacgéo de
congéneres como acetaldeido ocorre principalmease pnimeiras horas da fermentacao,
diminuindo posteriormente, principalmente, sob cgies de anaerobiose (MAIA, 1994 apud
BADIN, 2010, p.15).
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Vérios aldeidos podem ser formados a partir de @cidos presentes no caldo de
cana. A degradacao parcial dos aminoacidos lewandaf;ao de alcoois superiores que, em
presenca de oxigénio podem ser transformados esfdaki(CLETO, 2000 apud CAMOLEZ,
2004, p.16). O furfural é um aldeido formado comsuftado da (TEO, 2003 apud BADIN,
2010 p.15).

2.6.5.Esteres

Apés a fermentacdo, de acordo com Cardoso (200HKciows carboxilicos podem
reagir com alcoois produzindo ésteres (BADIN, 2010)

Os ésteres sdo compostos derivados da substiigibidrogénios ionizaveis de um
acido por ramificacdes organicas, sendo que o ipah@ster formado durante o processo
fermentativo é o acetato de etila (MATEQal., 2001 apud CAMOLEZ, 2004, p. 16). Este é
formado devido a reacgéo intracelular entre pantestanol e o acido acético, que pode formar
além de acetato de etila, outros ésteres (MAIA4188ud CAMOLEZ, 2004, p.17).

Rojaset al. (2001), péde observar que a producdo de acetadtildgpossui maiores
concentracbes em fermentacdes realizadas por énhate leveduras ndo pertencentes a
Saccharomyces . Por isso, 0 controle da qualidade do substrato oculo utilizados sao de
extrema importancia para a eficiéncia do processdando perdas e outros transtornos
provocados pela presenca de metabodlitos originades fermentacbes secundarias
(CAMOLEZ, 2004).

2.7. Métodos de controle bacteriano no processo indusi

A utilizag&o de agentes antimicrobianos reduz o®sl@ausados pelos contaminantes,
além de medidas como limpeza das moendas, tubslagdtalacdes da fermentacdo e varios
outros procedimentos, tais como descarte de fumddaina, returbinacdo do fermento e
tratamento acido. Porém, o eficiente controle sdréseguido com o uso de antimicrobianos
adequados e na dosagem correta, pois a aplicagaoabdesses produtos deve visar apenas
a populacao de bactérias e ndo a de leveduras (AINNIO2004).

Como as bactérias sdo distintas das levedurastesxialguns antimicrobianos

seletivos que sdo usados para o controle bacter@nguais podem minimizar os prejuizos
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causados por estes contaminantes sobre a fermef&LACKELBERG, 2001 apud NAVES
etal., 2010, p.10).

Segundo Amorim (1996) a quantificacdo do pH é utorfde grande importancia no
controle da contaminacao bacteriana na fermentcadlica. A principio o tratamento acido
pode apresentar-se também como estressante paredaria, sendo prejudicial, se os efeitos
desta operagdo provocar conseqiéncias sobre dodisiodas células, alterando seu
funcionamento. Entretanto sua acdo importante @&dat a multiplicacdo das bactérias
minimizando a contaminagdo, que afetam o processhyzindo a eficiéncia fermentativa
(AMORIM, 1996 e MUTTON, 1998, apud BADIN, 2010, p.7

O processo de fermentacéo por batelada com redéchermento, se utiliza de acido
sulfarico para correcdo do pH e controle de comantes, sendo o principal método de
controle de floculagao do fermento (SOUZA, 2000).

O tratamento com acido sulfarico é feito diminuinelgpH do fermento, diluido em
agua, a uma faixa de 2,0 a 3,0. Ao fermento mamtgdouba sdo adicionados acido sulfarico
e 4gua e mantido em constante agitacdo. O tempoat@denento é variavel (até 3 horas),
guanto maior for este tempo menor a viabilidadalael As células de levedura mais jovens e
as mais velhas sdo menos resistentes ao tratani@@dl e MARQUES, 1983 apud
DORTA, 2006, p.5).

Segundo Rodine (1985), o uso excessivo do Aacidfirea para o controle do
contaminante é uma pratica danosa as células @eluev num processo de fermentacao
alcodlica (DORTA, 2006). O tratamento acido excasgode ter efeito abrasivo sobre a
parede da levedura que é essencial para sua ¢atslie producédo de etanol, assim segundo
Paterson et al.(1988) a intensidade do tratameetwe &ariar de acordo com o indice de
contaminagédo do meio (DORTA, 2006).

No entanto segundo Angelis (1992), as levedurasélitas consideradas aciddfilas,
ou seja, sao altamente tolerantes a variacdes ddopheio, e podem trabalhar em faixas de
pH que variam desde 2,4 a 8,6. Os valores ideaismendados para o processo fermentativo
estdo na faixa de 3,5 a 4,5. (BADIN, 2010).

De acordo com Dorta (2006), Silva (1993) mostroawets de seus experimentos que
0 uso do &cido sulfurico como agente de desinfedgdleite de leveduras constitui-se numa
das préaticas mais eficientes e econdémicas parareftacdo alcodlica. Entretanto, seu uso
nao deve ser indiscriminado, mas baseado num sgoacompanhamento dos parametros

fisico-quimicos e microbiologicos do processo fartagvo.
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As vezes é necessario optar entre dois fatoresseatites, como caso do tratamento
acido, que exerce um efeito estressante a levechamacaba sendo benéfica por controlar a
contaminacgdo. E outro que acaba sendo muito majisdicial a levedura e ao processo que é
a contaminacgao, podendo levar a reducédo da efiaié@enentativa, e assim prejudicando o
rendimento de todo o processo (STECKELBERG, 200t §pAVESet al., 2010, p.12).

A utilizacdo de antibioticos como, penicilina, &siclina, cloranfenicol e
clorotetraciclina, kamoran e virginiamicina, aprgaese como uma das possibilidades para
controle, em virtude de suas propriedades baadesa/ou bacteriostaticas.

Porém o uso continuo destes produtos pode favooegesenvolvimento de linhagens
resistentes, tornando-as cada vez menos sensiv@&ia @acdo, gerando um alto custo do
processo de producao, além de possibilitar a imcagdo de residuos no produto final obtido.
A utilizac&o de biocidas naturais, que possuem geism principio ativo, apresenta-se como
alternativa a ser empregada (BADIN, 2010).

Lyons (2003) afirma que uma destilaria dificilmen#e ter uma fermentacéo estéril e,
como a levedura € um microrganismo de crescimaédivamente lento, comparada com a
maioria dos microrganismos infecciosos, é cruadig se tenham varios agentes bactericidas,
produtos de limpeza e programas efetivos prontgeroseger o ambiente fermentativo
(VENTURA, 2007).

Andriettaet al. (1995) avaliaram a Concentracdo Inibitéria Minif@al.M.) de cinco
antimicrobianos aplicados em meio de cultivo inados com diversos Bacillus e
Lactobacillus. A virginiamicina controlou cinco dago bactérias com a dosagem de 0,25
ppm; enquanto que Fermacol inibiu duas nessa deosa&gguatro com 2 ppm. Penicilina
controlou cinco bactérias com 0,5 ppm e uma comrd. Ruaternario de amonia inibiu todas
as 8 bactérias com 10 ppm e cloranfenicol inibiatgqucom 4 ppm e uma com 8 ppm
(VENTURA, 2007).

No entanto, o uso da aplicacdo de Didxido de Cpde substituir antibidticos na
fermentacdo. E um biocida que na maioria das vessge por meio de um mecanismo de
transformacéo de elétrons, atacando a membranédarcepenetrando, desestruturando e
oxidando os componentes internos da célula mianabiaComo vantagens, esse
antimicrobiano n&o causa resisténcia bacteriananpor deixar residuais na fermentacao,
tornando-se um produto interessante para os isetes na comercializacdo de levedura

seca, além de possuir um custo menor que o ddsditis (Comunicacao Informal).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

O estudo de caso foi realizado a fim de verificara@o de microrganismos
contaminantes no processo fermentativo da UsindaSAdélia S/A, onde o0s ensaios
analiticos para se obter resultados sobre o remtiinfermentativo e o indice de infeccéo,
foram realizados pelo Laboratério de Microbiologia unidade. A partir do langcamento
desses resultados no Software de Armazenamento ad®wsD(PIMS-PI), foi possivel
acompanhar o desempenho fermentativo da unidadetéua safra 2011/2012.

O material a ser analisado foi retirado das dorfeamentativas, das cubas de

tratamento, das caixas de armazenamento de cdmos)éis e dos trocadores de calor.
3.2. Métodos

As metodologias utilizadas para o controle de maedto fermentativo da Usina Santa
Adélia S/A sdo baseadas nas Referéncias Normativa€TC — Centro de Tecnologia
Canavieira, (2011).

Os ensaios analiticos envolvidos no controle dedineento fermentativo s&o:
Determinacédo da viabilidade do fermento; Detern@inago indice de infec¢do; Determinagéo
do indice de floculacdo e Determinacdo do indicebidamento, sendo estes realizados
através de microscopia. E realizado também, o Biaganto e diluicdo em série a fim de a

multiplicac@o de células e a formacédo de colbnias.
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3.2.1.Determinacao da viabilidade do fermento

Determina a relacao entre células mortas e célilass. Essa relacdo pode sofrer
variagdes entre 85 a 100%. Analise realizada ardeétécnica de coloragdo com azul de
metileno, onde as células com alta atividade figiicla ndo se colorem, enquanto células
inativas adquirem a cor azul. A visualizacdo micépica deste método se da através da
utilizacdo da Camara de Neubauer (Figura 8).

FIGURA 8 — Visualizacao microscoOpica da viabilidatiecélulas de levedura da Usina Santa
Adélia S/A, com a utilizacdo da Camara de Neubauer.
FONTE: PENAFORTE, 2011.

3.2.2.Determinacéo do indice de brotamento

Determina o desenvolvimento de novas células araeeprocesso de brotamento
(Figura 9). Neste caso, tolera-se um indice de6&téde brotos, pois € indispensavel a

reproducao, porém o foco principal do processpducado de etanol.
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FIGURA 9 — Reproducédo assexuadaSdecharomyces cerevisiae, onde 0s brotos sédo novos
individuos formados.
FONTE: http://jmel obiol ogia.zip.net/

3.2.3.Determinacédo do indice de floculacéo
Determina a relacdo de nimero de células por flomnado (Figura 10). indice de

extrema importancia, pois quanto maior €, maidrfeite havera contaminacdo bacteriana. E

dado pela divisdo do nimero de células totais p@hoero de objetos encontrados.

FIGURA 10 — Visualizagdo microscopica de flocoscdtulas de levedura da Usina Santa

Adélia S/A, através de microscopia.
FONTE: PENAFORTE, 2011.
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3.2.4.Determinacéo do indice de infeccdo

Determina a relacdo entre o numero de bastonetesienero de células de levedura
(Figura 11), onde uma contagem maior qué UBC/mL, indica a necessidade do uso de

antibioéticos.

FIGURA 11 - Infecg@o bacteriana, onde bastonetasiseem as leveduras formando flocos.
FONTE: GARCIA, 2006.

3.2.5.Plaqueamento e diluicdo em série

A semeadura em placas ou plaqueamento (Figuraet8)aro nimero de células de
leveduras capazete se multiplicarem e formarem col6nias em meiosulii&vo apropriados
e sob condicbes de incubacdo adequadas. Cada acadl@senvolvida é supostamente
originada a partir de uma unidade viavel, a qudepger um organismo ou muitos. A diluicao
da amostra (Figura 12) é utilizada neste caso, para maior precisdo na contagem de

colonias (Figura 14).
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FIGURA 12 -Diluicdo da amostr FIGURA 13 —Plagueamento e
de mosto da Usina Santa Adé meio apropriado (PCA) pa
FONTE: Acervo préprio desenvolvimeto de bactéria

FONTE: Acervo proprio

FIGURA 14 - Plagueamento em PCA de bactériagstata Usina Santa Adélia S/A — A)
Caixa de Caldos; B) Caldo Filtrado; C) Mel.
FONTE: PENAFORTE, 2011.

3.3. Coleta de dados

Utilizou-se o Software de Armazenamento de Dadds$FPI), onde baseado em
formulas do CTC- Centro de Tecnologia Canavieiralepfe obter a média mensal dos
seguintes parametros: Viabilidade, indice de Bretsm indice de Floculacéo, indice de
Infeccao, Utilizacdo de Insumos para o tratameatdedmentacao (acido sulfarico, diéxido

de cloro e antibi6tico) e o Rendimento Fermentatileosafra 2011/2012.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no processo fermentativontkitndos os meses de safra da

Usina Santa Adélia S/A estao dispostos na Tabela 1.

TABELA 1 — Média mensal dos parametros: Viabilidatielice de Brotamento, Indice de

Floculag&o, indice de Infeccdo e Rendimento Feratientdo processo fermentativo da safra
2011/2012 da Usina Santa Adélia S/A, obtida a mpddi Software de Armazenamento de
Dados (PIMS-PI).

MESES DE SAFRA DA USINA SANTA ADELIA S/A

ABRIL MAIO JUNHO JULHO AGOSTO SETEMBRO OUTUBRO

PARAMETROS

VIABILIDADE (%) 100 90 92 96 90 88 78
BROTAMENTO (%) 10,71 10,07 10,17 9,84 9 9,46 7,44
INFECCAO (%) 339 19,1 14,89 11,76 14,08 14,19 24,19
FLOCULACAO 1,4 7,66 7,99 4,74 5,58 5,22 6,41
(CEL/OBJ)

RENDIMENTO 92,18 87,74 87,14 89,93 90,06 87,03 76

FERMENTATIVO (%)
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A média mensal dos parametros fermentativos indqoe a presenca de agentes
contaminantes bacterianos interferiu na viabilidadéular e no indice de brotamento,
consequentemente, a fermentacdo da Usina SantdaAS8\ possuiu quedas em seu
rendimento quando a mesma demonstrou alto indicenféecdo e/ou floculacdo. Isso
comprova os resultados obtidos por Amodnal. (1982) citado por Souza (2000), indicando
gue a ocorréncia de floculagcdo devido a presengoaminantes causa perdas intensas de
levedura tornando o ciclo fermentativo mais longmreetando reducdo acentuada no
rendimento.

A partir dos resultados obtidos na média mensardoesso fermentativo, puderam-se
obter graficos comparativos (Figuras 15, 16, 17,183 20 e 21) entre os parametros em cada

més da safra.
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FIGURA 15— Comparativo mensal dos parametros fermentativaigri/2011
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FIGURA 16— Comparativo mensal dos parametros fermentativdaie/2011
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FIGURA 17 — Comparativo mensal dos parametros fetatigos - Junho/2011
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FIGURA 18- Comparativo mensal dos parametros fermentativiaghe/ 2011
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FIGURA 19 — Comparativo mensal dos parametros fetatieos — Agosto/2011
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FIGURA 20 — Comparativo mensal dos parametros fetatieos — Setembro/2011
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FIGURA 21 — Comparativo mensal dos parametros fetateos — Outubro/2011
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Pode ser observado que no primeiro més de safrdiceide infec¢do foi o menor de

todos os meses de safra, causando consequentemepuieda do indice de floculagéo, o

aumento da viabilidade celular e do brotamentoo ate ocorreu quando a linhagem de

levedura era a selecionada SA-1 e os microrganismasiminantes ndo haviam se adaptado

ao meio.

A adaptacdo no meio fermentativo é restrita a pegeneros devido ao pH muito

baixo e 0 aumento do teor alcodlico. A proliferagatavorecida pelo processo de batelada

alimentada ou continuo com reciclo de células, ggsc este, utilizado pela Usina Santa

Adélia S/A, o que comprova os resultados de OlietgeNe Yokoya (1994), citados por Dorta
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(2006), indicaram que o0 uso desses meétodos fadlitanultiplicacdo de géneros de
microrganismos resistentes, que realizam fermeasagéralelas a etandlica, causando perdas
no processo fermentativo.

Para que haja controle microbiologico na ferméa@ Usina Santa Adélia S/A faz
uso de acido sulfurico para tratamento do fermedidxido de cloro e antibidticos e os
resultados do consumo mensal desses insumos dusas@ra 2011/2012, podem ser
observados na Tabela 2.

TABELA 2 — Média mensal de consumo de insumoszatilos para controle microbiano no
processo fermentativo na safra 2011/2012 da UsardaSAdélia S/A, obtida a partir do
Software de Armazenamento de Dados (PIMS-PI).

INSUMOS MESES DE SAFRA DA USINA SANTA ADELIA S/A
UTILIZADOS (kg) ABRIL MAIO JUNHO JULHO AGOSTO SETEMBRO OUTUBRO
H2S04 0 157.950 78.308 95.970 109.434 135.267 53.084
DIOXIDO DE CLORO 0 0 348,01 567,71 821,27 624,8 505,56
ANTIBIOTICOS 10 140 50 0 30 45 106

A média mensal de consumo de insumos indicou gaetq menor a quantidade de
acido sulfarico utilizada para o tratamento do femto que passou pelo processo de reciclo
nas cubas, a fim de evitar a proliferacdo de comtames bacterianos, maior foi 0 uso de
produtos para tratamento de choque nas dornas r&ativas, ou seja, para controlar a
infecc@o j& existente no processo. Esses prodéims ioxido de cloro e os antibidticos
seletivos.

O tratamento de choque com diéxido de cloro foawpcéo adotada da pela Usina
Santa Adélia S/A na safra 2011/2012, a fim de reduzaiso de antibidticos que deixam
residual no fermento, prejudicando a producéao dedigra seca, pois 0 mesmo nao causa
nenhum dano ao processo. Porém em casos de indenghi® altas, o uso de antibioticos foi
indispensavel a fermentacdo da unidade, como fesipel observar nos meses de junho,

agosto, setembro e principalmente outubro de 2011.
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O problema do uso de antibidticos é o residual perenanece no fermento apés
tratamento de choque, o que é grave para a prodigdevedura seca. A mesma por ser
utilizada para alimentagédo animal deve ser isemtantibioticos, que devem ser utilizados em
casos extremos de infeccao nas dornas de fermer(tagénunicacéo Informal).

Com isso, 0 uso de assepsia de equipamentos corte@areo de amonio, dioxido de
cloro e 0 uso de &cido sulfarico para tratameniode o mais recomendado, para se manter o

controle da presenca de bactérias contaminantpsogesso (Comunicagao Informal).
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos através do Software de Amaazento de Dados (PIMS-PI) da
Usina Santa Adélia S/A, comprovaram que a presdagagentes contaminantes bacterianos
na fermentacdo etandlica, causou o0 aumento daldighm e a diminuicdo da viabilidade
celular, do brotamento e do rendimento fermentatagarretando em perdas no processo,
devido as fermentacdes paralelas a etandlica.

O fator que favoreceu a proliferacdo desses agergesaminantes nas dornas
fermentativas da unidade foi o uso do processo detativo continuo com reciclo do
fermento, o que intensificou a producédo de compostaundarios, inibiu 0 metabolismo das
células de levedura que competiram pelo substratonéio, diminuindo a quantidade de
etanol obtido.

O uso de insumos para controle da fermentacédo,ntemte, auxiliou para que o
rendimento fermentativo fosse considerado satistatthinimizando o prejuizo que poderia

ocorrer no processo de producéo de etanol no geatarsafra 2011/2012.
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