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RESUMO

O presente trabalho teve o objetivo de analisar os efeitos da contaminagdo pelas bactérias laticas
na fermentagdo alcodlica. Os mico-organismos contaminantes vem do campo, estdo nos colmos
da cana, e abrangem desde o corte até a etapa da moagem e fermentagdo. As bactérias presentes
na fermentacdo alcodlica sdo do género Lactobacillus e Bacillus e causam a queda na viabilidade
das células das leveduras e diminuem a producdo de alcool. As bactérias laticas transformam o
acucar em 4cido latico e conseqilientemente provocam grandes quedas no rendimento da
fermentacdo. Desde a década de 70, o Brasil vem aprimorando mecanismos de processo para
aumentar a produtividade das usinas, combatendo os contaminantes e adequando as condigdes
para uma fermentacdo saudavel. Hoje se sabe que as bactérias estdo entrando no processo via
matéria-prima, tempo de queima em relagdo a moagem e falta de assepsia nas demais etapas do
processo.

Palavras-chave: Fermentacdo Alcoolica. Contaminacdo Bacteriana. Etanol.



ABSTRACT

This work had the object of analyzing the effects of bacterial contamination in alcoholic
fermentation. The micro-organisms contaminants come from the field are on stalks of sugar cane,
and range from the slicing up the step of milling and fermentation. The bacteria present in
alcoholic fermentation are of the genus Lactobacillus and Bacillus and cause the fall on the
viability of cells of yeast and decrease the production of alcohol. Laticas bacteria transform the
sugar into lactic acid and therefore cause large declines in yield of fermentation. Since the
Decade of 70, the Brazil comes honing process mechanisms to increase the productivity of plants,
combating contaminants and adapting the conditions for a healthy fermentation. Today is known
that the bacteria are entering the process via raw burning time in relation to grinding and lack of
asepsis in further process stages.

Keywords: Alcoholic Fermentation. Bacterial Contamination. Ethanol.
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1 INTRODUCAO

Desde o inicio dos anos 70 com o desenvolvimento do Programa Nacional do Alcool, ja
havia a necessidade de estudar maneiras para ampliar e melhorar as condi¢cbes no processo de
producédo do etanol no Brasil devido ao aumento do consumo desse combustivel. Com o avango
tecnologico em pesquisas de melhoramento genético das variedades de cana-de-agUcar,
automacdo no setor industrial, houve uma grande expansdo no comeércio interno e externo.

De acordo com Mutton (2008), quanto melhor e mais adequada forem as condi¢cOes de
cultivo, melhor poderd ser a qualidade da matéria-prima, com maior acumulo de agucar e
consequientemente a rentabilidade nos produtos finais da industria sucroalcooleira.

O Brasil é o maior produtor de cana-de-agicar do mundo e seu potencial de producao
pode crescer ainda mais. O é um combustivel renovavel e considerado um bicombustivel obtido
através de processo limpo; devido a estas caracteristicas o etanol vem a ser uma boa alternativa
para diminuir a emissdo de gés estufa, a exemplo do CO,. Embora o Brasil tenha dominio sobre
as técnicas de producdo do etanol, existem grandes dificuldades ainda por enfrentar para
aumentar o rendimento em relacdo tonelada de cana processada e litros de alcool produzido, uma
grande vila desse processo € a contaminacao das fermentac6es por bactérias e leveduras.

A contaminacdo das fermentacfes pode ocorrer devido a qualidade e ao tratamento da
matéria-prima, ao tempo de queima e ao periodo de tempo em que a cana foi cortada e
processada. Estes fatores sdo considerados 0s maiores causadores da contaminacdo na
fermentacdo, visto que existem micro-organismos no solo e na matéria-prima a ser processada.
(MUTTON, 2008).

Os micro-organismos contaminantes se proliferaram rapidamente ap0s a extracdo do
caldo. Os niveis de contaminacdo podem ser controlados se alguns critérios forem adotados, sdo
eles: assepsia nas moendas, nas tubulagfes e nos trocadores de calor; limpeza das dornas de
fermentacdo e emprego do H,SO4, para regular o pH, auxiliando na eliminacdo de bactérias que
acompanham as leveduras. (CECCATO-ANTONINI, 2010).

Segundo Ceccato- Antonini (2010), quanto mais proximo da neutralidade estiver o pH,
mais as bactérias sobrevivem. Mas o uso rotineiro de H,SO, apresenta a desvantagens de
diminuir a viabilidade celular.

Segundo Amorim (1996), os niveis de contaminagdo podem ser facilmente detectados e

um dos pardmetros a ser analisado € o nivel de formacdo de acido latico. Este acido orgénico
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produzido pelas bactérias contaminantes atua como inibidor da fermentagdo diminuindo o
rendimento do processo.
Este trabalho teve o objetivo de avaliar os efeitos que o &cido lactico produzido por

bactérias causam na viabilidade celular e no rendimento da fermentacéo alcodlica.
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2. MATERIA-PRIMA PARA PRODUQAO DE ETANOL

A matéria-prima usada para a producdo de etanol via fermentativa é de origem agricola
(recursos renovaveis), dependentes da fotossintese. Nem todas as culturas, porém, sao
economicamente viaveis. (SANTOS; BOREM; CALDAS, 2010).

Segundo 0s mesmos autores para ser considerada matéria-prima para a producdo de
etanol, a mesma deve conter glicose, frutose, sacarose, amido ou celulose.

“No Brasil, as matérias-primas utilizadas para a industria de etanol s&o a cana-de- agucar
e 0 melago, que é subproduto da fabricacéo de agticar.” (SANTOS; BOREM; CALDAS, 2010, p.
409).

Segundo Mutton (2008), a cana-de-agucar (Saccharum spp) apresenta potencial favoravel
para 0 acumulo de agucares, especialmente na forma de sacarose.

A sacarose € uma matéria-prima indiretamente fermentescivel, ou seja, contém na sua
composicao dissacarideos que fermentam ap6s uma hidrolise, a qual se d& o nome de inverséo, e
que se realiza naturalmente por acdo da invertase. A levedura produtora de etanol contém
invertase, que realiza a hidrolise da sacarose, transformando-a em uma mistura de glicose e
frutose. Também existem as matérias-primas agucaradas fermentesciveis, que sdo aquelas que
contém em sua composi¢do monossacarideos que ndo precisam de nenhuma transformacdo para
ser absorvidas e transformadas em etanol pelo micro-organismo. Nesse grupo se enguadra a
glicose (Cs Hiz Os) e a frutose (Cs Hiz Og). (SANTOS; BOREM; CALDAS, 2010).

2.1 COMPOSICOES DA CANA DE ACUCAR

Segundo Santos, Borém e Caldas (2010), a composicdo da cana-de-aglcar depende da
variedade, estagio de maturagdo, condicOes climéticas, adubacdo. A cana-de-agUcar contém 75%
de agua, 25% de matéria organica e 0,5% de material mineral, como mostra a tabela 1.
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Tabela 1 - Composi¢do média do caldo de cana-de-agucar.

Componente Valor Percentual
Brix 19,5
Agua 81
Sacarose 16
Glicose 0,3
Frutose 0,1
Acucares Totais 18
Subst. redut. Infermente. 0,02
Matéria nitrogenada 0,03
Acidez Sulfdrica 0,5

pH 55
Cinzas 0,4
P,0s 0,02
KO 0,15
CaOo 0,02
MgO 0,02
SiO, 0,02
Vitaminas Variavel

Fonte: Aradjo (1982)

De acordo com a Tabela 1, é possivel conhecer alguns valores importantes da composi¢éo
do caldo da cana. O caldo contém em maior quantidade a 4gua, cerca de 81%, os sélidos sollveis
(°Brix) estd em torno de 19,5% e a sacarose representa 16%, sendo que este € 0 acucar mais
importante da cana, também sdo encontrados pequenas fragdes de glicose e frutose. O caldo ainda
contem pequenas porcdes de acgucares infermentesciveis, matérias nitrogenadas, minerais e

vitaminas.

2.2 QUALIDADE DA CANA-DE-ACUCAR NA PRODUQAO DO ETANOL

A qualidade da cana-de-acUcar é avaliada pela sua composicdo, que depende de fatores
genéticos, ambientais, tratos culturais, estado de maturagdo, sistema adotado na colheita e tempo
de queima pos corte. Em uma agroindustria de cana-de-agucar, a qualidade da matéria-prima,
sem duvida, é o mais importante fator de rentabilidade, cana de boa qualidade resulta em um
tempo de processamento mais curto, com maior rendimento e qualidade dos produtos.
(ALBUQUERQUE, 2010).
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As condicdes genéticas, ou seja, a escolha da variedade da cana a ser plantada, exige por
parte da agroindustria um bom planejamento, observando o tipo e fertilidade do solo.

Dessa maneira deve-se também observar algumas particularidades das variedades como, a
producdo de biomoléculas, polifenois, amido, fibra, P,Os polissacarideos, e quando se observa o
processamento industrial estas caracteristicas podem promover alteragGes significativas,
comprometendo a eficiéncia dos processos e por fim a lucratividade (MUTTON, 2008).

Segundo Stupielo (2006), os tratos culturais sdo de suma importancia na agroindustria,
pois, as impurezas vegetais afetam diretamente o processamento, através da perda de capacidade
da fabrica de 3 a 15%, e perda na extracdo de 1 a 4%; além da incorporacdo de componentes
indesejaveis, como, polissacarideos, amido e &cido aconitico.

De acordo com Albuquerque (2010), o acido aconitico afeta as reagdes de clarificacdo do
caldo, competindo com o acido fosforico, formando sais com o célcio adicionado, 0 aconitato de
calcio. Entdo € necessario aumentar o consumo de leite de cal para atingir o pH desejado,
elevando o custo do processo.

Outro fator importante na qualidade da matéria-prima é o estagio de maturacdo, que
significa a reducdo do crescimento vegetativo e acimulo de sacarose nos colmos, ou seja, mais
sacarose e menos agucares redutores. O IM (indice de maturacdo) é o principal determinante na
definicdo do corte de cana. Esta indicagéo é feita por meio da relagdo do °Brix do topo e do °Brix
da base do colmo, resultando no chamado indice de maturagdo, como mostra a equacaol.
(SANTOS, CALDAS E BOREM, 2010).

IM = Brix do topo do colmo 4,100 (1)

Brix da base do colmo

A determinagdo da porcentagem de solidos soluveis € feita por refratometria, por trés
motivos: possibilidade de determinar o °Brix na cana ainda plantada, pelo fato do °Brix indicar a
porcentagem de sélidos sollveis no caldo e por analisar o topo e a base do colmo possibilitando
conhecer o grau de maturacdo, onde o percentual ideal para se cortar a cana é¢ quando o °Brix do
topo se assemelhar com °Brix da base. (SANTOS; BOREM; CALDAS, 2010).
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Segundo Mutton (2008), a fase em que a matéria-prima é mais suscetivel a deterioragdo é
sem duvida o tempo decorrido entre o corte e a moagem da cana, uma vez que a deterioracdo da
cana inicia-se no momento da queima/corte.

De acordo com Amorim (2011), o tempo de queima ideal é o menor possivel, cerca de 30
horas, espagos maiores comprometem o rendimento industrial, e causam um impacto muito

significativo no rendimento global da inddstria, como mostra a tabela 2.

Tabela. 2 - Tempo de Queima x Corte

Para cada 10 horas de tempo de queima o rendimento Médias clientes
Safra industrial abaixou (horas)
1999/00 1,30% 46,16
1998/99 1,75% 56,45
1997/99 - 64,1
1996/97 0,96% 63,6

Fonte: Amorim (2011).

De acordo com a Tabela 2, é possivel verificar que quanto maior é o tempo de queima,
maior sera a queda no rendimento industrial. Nas safras de 1999/2000, os clientes atingiram cerca
de 46,16 horas de tempo de queima, acarretando perdas de 1,30% no rendimento. Ja nas safras de
1998/99, em média os clientes atingiram tempos de queima de 56,45 horas obtendo queda no
rendimento de 1,75%, e em safras anteriores no periodo de 1996 a 1999, atingiram valores de
tempo de queima parecidos e também mostraram perdas em torno de 0,96 %.

3 PROCESSOS FERMENTATIVOS

A fermentacdo alcoolica é um fendmeno por meio do qual os agucares sao transformados
em alcool e géas carbbnico, principalmente por acdo das leveduras da espécie Saccharomyces
cerevisiae. A fermentagdo dos mostos (caldo de cana ou melago) realiza-se em trés fases
distintas: pré-fermentacdo ou preliminar, fermentacdo principal e pos-fermentacdo ou
complementar. (AMORIM, 2005).

A pré-fermentacdo inicia-se quando o fermento (leveduras) é adicionado ao mosto
devidamente preparado, e caracteriza-se pela ativa multiplicacdo das células e elevacdo lenta e
gradual da temperatura do meio. Apds cinco ou seis horas, com pouca espuma, inicia-se a

fermentagdo principal, com um rapido aumento na temperatura, queda da densidade do mosto
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devido ao desaparecimento dos agUcares e da formagéo equivalente de alcool. A acidez se eleva
e essa fase termina quando as espumas desaparecem durando de nove a dez horas. A poés-
fermentacg&o é caracterizada pela diminuicéo lenta e gradual da temperatura do mosto, diminuigdo
do desprendimento de gas carbonico, e ndo hd mais formagdo de espumas, essa fase pode durar
de seis a oito horas. O mosto totalmente fermentado recebe o nome de vinho, lembrando que
quanto menos tempo de fermentacdo menor é o desenvolvimento da infeccdo no fermento.
(CECCATO-ANTONINI, 2010).

3.1 TIPOS DE PROCESSO

Os tipos de processo na conducdo da fermentacdo alcodlica dependem do tipo de
tecnologia existente na agroindustria, mas no Brasil predomina o processo descontinuo
alimentado com reciclo total do agente da fermentacdo, o qual permite maior produtividade em
relacdo ao processo descontinuo (batelada simples), (AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA
DOS AGRONEGOCIOS, 2010).

Segundo Antonini (2010) os problemas causados nos processos de batelada simples e
alimentados sdo decorrentes da contaminagdo, mas podem ser mais facilmente contornados, do

que em processos continuos.

3.1.2 Processo descontinuo sem reciclo de célula

No processo descontinuo, batelada, sem reciclo de célula cada dorna recebe um indculo
recentemente preparado, puro e ativo. Apos o termino da fermentagdo o meio fermentado é
enviado para a separacdo, o fermentador é lavado e assim recebe um novo inoculo cerca de 20 a
25% do volume util da dorna. Esse processo é conhecido também como, “cultura pura,” oferece
boas condicGes de trabalho e como a fermentagdo de cada dorna é independente das demais, tem
menor risco de contaminagdo. Mas este processo possui a desvantagem de consumir grandes
quantidades de in6culo e atingir baixo rendimento econdmico (SANTOS;BOREM; CALDAS,
2010).

3.1.3 Processo descontinuo com sistema de cortes
De acordo com Santos, Borém e Caldas (2010), o processo descontinuo com sistema de
corte € conduzido da seguinte forma: a dorna 1 recebe o indculo e quando a concentracdo do
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meio em fermentacdo atingir cerca de 50% da concentracdo do mosto de alimentacdo, metade do
volume da dorna é transferido para a dorna 2, e assim se diz que houve um corte. Na dorna 1
depois de completada a fermentagdo, 0 meio é enviado para a destilagdo, na dorna 2 adota-se o
mesmo processo da dorna 1, sofre o corte para a dorna 3 e 0 processo se repete, mas com 0s
sucessivos cortes sdo computadas perdas significativas no rendimento fermentativo. Esse

procedimento ocorre no inicio da safra com intuito de multiplicar o fermento.

3.1.4 Processo de decantacéo

Processo no qual consiste em deixar terminar a etapa de fermentacdo de quatro a seis
horas, e em seguida deixar o material em repouso, e logo apos retirar a parte superior da dorna
que geralmente é cera de 80% do volume, sendo o restante tratado com acido sulfirico e
reutilizado como inoculo para um novo processo, como mostra a Figura 1. Como este
procedimento € menos rentavel ele é empregado apenas em micro destilarias e alambiques,
devido ao alto custo das separadoras centrifugas continuas, sé viaveis em usinas de grande porte,
além de apresentar acentuada perda de fermento no vinho e outro fato é o baixo teor de alcool no
vinho fazendo assim aumentar o volume de vinhaga por litro de &lcool. (SANTOS; BOREM;
CALDAS, 2010).

Mosto Fermento

P R -

Meio Fermentado

Figura 1 - Esquema representativo da fermentagéo etandlica conduzida pelo sistema de
decantagéo.
Fonte: SANTOS, BOREM, CALDAS, (2010, p.419).

3.1.5 Processo descontinuo alimentado ou Melle-boinot
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O processo descontinuo alimentado consiste em adicionar um ou mais nutrientes ao
fermentador durante o cultivo e os produtos permanecem até o final da fermentacdo. A vazéo de
alimentagédo pode ser constante ou variar com o tempo.

Segundo Dorta et al. (2006), as usinas no Brasil seguem o modelo sugerido por Melle-
Boinot, onde o vinho € centrifugado, e em seguida recebe tratamento com acido sulfarico até pH
2,5 por 3 a 4 horas para a descontaminac¢do do vinho, e conseqlientemente afastar a floculagdo
causada por bactérias L. fermentum.

Gallo e Canhos (1991) observaram reducdo significativa de até 44,3% da populacéo
contaminante em funcdo do tempo do tratamento acido.

Esse processo consiste em transferir todo vinho da dorna para um tanque pulmao que por
sua vez alimenta as separadoras centrifugas, onde separara o vinho em 02 fragGes, um
denominado vinho delevedurado, ou seja, vinho sem levedura, este é bombeado para a dorna
volante uma espécie de tanque pulmédo que guarda o vinho para em seguida ser destilado. A
fracdo concentrada de leveduras denominada creme ou leite de leveduras volta para o processo e
sofre o tratamento com acido sulfirico e dgua para diluicdo em agitacdo continua, como mostra a
Figura 2. (SANTOS; BOREM; CALDAS, 2010).

No Brasil cerca de 70% do alcool é produzido por fermentacdo descontinua com reciclo
de célula, pois apresentam menores perdas de fermento, menor tempo de fermentacéo, consome
menos nutrientes, produz menor volume de vinhaga, e conseqlientemente obtém-se vinhos com
maior porcentagem de alcool. Entretanto, tem-se a necessidade de ter fermentadores muito
grandes, ocorrendo variagdes do meio fermentativo; apresentam altos custos na manutencao e
instalacdo de centrifugas continua. (SANTOS; BOREM; CALDAS, ANO).
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Centrifuga
rAcidG—l 2

-

Vinho
Delevurado,

Vinho Levedurado

h\."lnhc:; para Destilaria

Figura 2: Esquema representativo do processo de fermentacdo etandlica Melle-  Boinot.
Fonte: SANTOS, BOREM, CALDAS (2010, p.421)

3.1.6 Processos continuos
Os processos continuos séo relativamente recentes, embora seu uso em escala industrial

comeca por meados de 1940, o seu uso tomou proporcdes apds incentivo a producdo de etanol no
Brasil decorrente da crise econémica, devido ao alto preco do petréleo na década de 1970. A
fermentacdo continua é relativamente simples, alimentando uma dorna com fluxo continuo com
uma determinada concentracdo e retirando dela de forma continua o vinho encaminhado a
destilagdo, como mostra a Figura 3. (LIMA et al., 2001).

A fermentacdo continua apresenta como vantagens, maior produtividade em etanol, menor
area para a mesma producgdo, maior facilidade de automagdo, maior uniformidade operacional,
menor gasto com mao-de-obra, melhores condigdes para as leveduras. E dentre as desvantagens,
dificuldade de manter a uniformidade das operacfes unitarias do processo fermentativo em
funcdo das variagdes de vazdo e concentracdo do ART (agUcar redutor total) do mosto,
principalmente se a destilaria for anexa a fabrica de agucar e houver dificuldades na assepsia das
dornas. (SANTOS, BOREM, CALDAS, 2010).
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Centrifugaf ™ |
I:f—ﬂ;ﬂ:

Fermento Vinho

Delevurado

fé @

Figura 3: Esquema do processo de fermentag&o etandlica com quatro reatores em série e
com reciclo de células.
Fonte: SANTOS, BOREM, CALDAS, 2010, p.423.
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4. BIOQUIMICA DA FERMENTAGCAO ALCOOLICA

A fermentagdo alcoolica é um processo que envolve agoes de micro-organismos como as
leveduras, principalmente as do genero Saccharomyces, com objetivo de transformar aglcares em
alcool e gés carbdnico. Como € um processo bioldgico, a energia fornecida pelas reacbes de
oxidagéo sdo parcialmente utilizadas como fonte de energia para o desenvolvimento dos micro-
organismos e a outra parcela utilizada na producao de etanol e gas carbonico.(LIMA,
MARCONDES, 2002).

Fermentacdo é o termo geral que denota a degradacdo anaerdbia da glicose, ou outros
carboidratos, em varios produtos (caracteristicos para os diferentes organismos) para obter
energia na forma de ATP, como mostra a Figura 4. A quebra da glicose em duas moléculas de
piruvato é, provavelmente, o mais antigo mecanismo biolégico para obtencdo de energia a partir

de moléculas orgénicas combustiveis.
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Fase preparatéria Fase de pagamento
Glucose Diidroxiacetona fosfato
Glucose-6-fosfato Gliceraldeido-3-fosfato (2)

i 0

Frutose-8-fosfato 1,3-bifosfoglicerato (2)

l
Frutose-1 ,{li-biiosfato 3-fostoglicerato (<)
IR u!

Gliceraldeido-3-fosfato ESISSIgNGENEIE 2)

+ Uﬂ

Fosfoenolpiruvato

Diidroxiacetona fosfato

Piruvato (2)

Figura 4. Esquema resumido da glicélise
Fonte: Ventura, 2007, p. 05.

No caso da levedura, o destino do piruvato produzido na glicOlise é ser convertido em
etanol e CO, em um processo de dois passos. Na primeira reagdo, 0 piruvato sofre a
descarboxilacdo em uma reacdo reversivel catalisada pela enzima piruvato descarboxilase. Na
segunda reacdo, atraves da acdo da enzima alcool desidrogenase, o acetaldeido é reduzido a
etanol, na presenca do NADH, como mostra a Figura 5. (LEHNINGER et al., 2000).

ﬁ COz NADH + H* NAD*
- H
\\\.
O\C—C—CH3 /;/,C—CHg CH3CH,OH
C/ Piruvato Piruvato C Acetaldeido Alcool Etanol
Descarboxilase Desidrogenase

Figura 5 . Destino do piruvato na fermentacédo alcodlica da levedura.
Fonte: Ventura, 2007, p. 06.
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A fermentacdo ocorreré no interior da celula, mais propriamente no citoplasma.

A levedura é um micro-organismo anaerdbio facultativo, ou seja, metabolisa aglcar tanto
na presenca quanto na auséncia de oxigénio. Na presenca de oxigénio uma parte do agucar é
transformado em agua e dioxido de carbéno, enguanto que na ausencia de oxigenio é
transformada em alcool e CO,. Como nas biorreaces sdo necessarias bastante energia, 0s ATPs
produzidos na glicolise sdo utilizados na biossintese das leveduras. Ha uma forte ligacdo entre
crescimento das leveduras e producdo de &lcool, por isso é importante ressaltar que as leveduras
tem que ser enchergados como subproduto, permitindo o consumo continuo dos ATPs, para que
ndo haja acumulo de energia no interior da célula, o que é indesejado no processo, pois esse
acumulo inibe, a enzima fosfofrutoquinase responsavel pelo equilibrio regular da glicose.(BAl,
ANDERSON; MOO-YOUG, 2008).

Segundo Lima, Basso e Amorim (2001), objetivo final da levedura, é metabolizar o
acucar anaerobicamente, gerar ATP em forma de energia (adenosina trifosfato) utilizada nas

reacOes fisiologicas das leveduras e liberar etanol e CO..

4.1 FATORES QUE AFETAM A FERMENTAQAO ALCOOLICA

Varios fatores podem ser prejudiciais para a fermentacdo alcoolica, e dentre eles estdo a
temperatura, o0 pH e principalmente 0s micro-organismos contaminantes. (LIMA; BASSO;
AMORIM, 2001).

4.1.1 Temperatura

A temperatura é um dos mais importantes fatores, conforme a temperatura sobe acima dos
35°C, ocorre a proliferacdo de bacterias contaminantes e consequentemente diminui a viabilidade
celular das leveduras.(SILVA FILHO et al., 2005).

Segundo Pacheco (2010), a temperatura ideal ainda € um aspecto bem divergente entre 0s
pesquisadores. A faixa de temperatura ideal citua-se entre 25-36°C, o aumento leva ao
surgimento da contaminagdo bacteriana.(MENEZES, 1980).

A temperatura é o fator mais grave, acima de 35°C afeta diretamente o desempenho das
leveduras, elevando os niveis de contaminacdo. Quando testados na prética para cada grau
centigrado acima de 34°C, o rendimento da fermentacgdo cai 0,5%. Pode se chegar aos 35°C,
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desde que a contaminaco seja controlada, estando na faixa de 5.10° a 1.10 bactérias/mL, assim

nessa temperatura a levedura multiplica menos e aumenta o rendimento.(AMORIM, 2005).

4.1.2 pH

Segundo Antonini (2010), o pH na fermentacdo tem um papel importante principalmente
quanto a atividade 6timas das leveduras que ocorre em meio acido com pH entre 4,5-5,0; pois as
bactérias se desenvolvem em pH proximo da neutralidade entre 6,5¢ 7,5.

Nas usinas realiza-se um tratamento acido no fermento. Neste processo, o pH do meio é
diminuido com a adicdo de &cido sulfurico a valores entre 2,5-2,8 por 2 a 3 horas. Esse tipo de
processo provoca a laténcia das bactérias laticas, reduz parte dos contaminantes, promove a
limpeza quimica da superficie celular das leveduras melhorando assim a absor¢do dos nutrientes
pelas leveduras e ajuda a manter mais baixo o pH da fermentagcdo diminuindo a contaminagéo
bacteriana.(ASSOCIAQAO DOS PROFISSIONAIS DA QUIMICA NO ESTADO DE
ALAGOAS, [198-7)).

4.1.3 Oxigénio

Certos micro-organismos necessitam de oxigénio para o sua sobrevivencia, esses Sao 0S
aerdbicos, outros ndo toleram a presenca de oxigénio, esses 0s anaerdbicos e ainda existem
aqueles que podem sobreviver tanto na presenca quanto na ausencia de oxigénio, os chamados
facultativos ( BORZANI et al., 2001).

Sedundo LIMA (1986), as leveduras saccharomyces cerevisiae se comportam
facultitativamente em presenca de O, , podendo seguir rotas metabdlicas tanto na presenca,
quanto na ausencia de O, Em situagdes em que ha grandes quantidades de O, a fermentacdo
alcoolica é inibida devido ao “Efeito Pasteur”, efeito intimamente associado ao estado fisiologico
da células, principalmente nas leveduras que ndo estdo em fase de crescimento, mas sim na fase
estacionaria, fase em que o consumo de glicose diminui. Por outro lado em células em fase
exponencial, ou seja em fase de crescimento ndo houve diferenca significativa na velocidade de
consumo da glicose entre uma célula aerdbica e outra anaerébica (STECKELBERG, 2001).

Ainda que pareca contraditorio, é notorio que a total falta de O, na fermentacdo nédo é

benéfica ao processo etendlico, pois em niveis mais altos de rendimento alco6lico com menor
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formacdo de glicerol, puderam ser obtidos em culturas com certa quantia de oxigénio disponivel
(SOUZA, 2009).

4.1.4 Nutrientes
Segundo Lima et al. (2001), as leveduras necessitam de nutrientes, como o carbono,
hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, fosforo, potéssio, enxofre, magnésio, ferro, zinco e outros, além

de co-fatores como as vitaminas essenciais para o seu crescimento, como mostra a Tabela 3.

Tabela3 - Concentracdo de nutrientes minerais no mosto para se obter uma fermentagéo alcodlica
adequada.

Nutricdo | Concentracdo | Nutriente | Concentragao
Mineral |em mg/L Mineral |em mg/L
NH* 40-5900 Co ™ 3,5

P 62-560 Zn " 0,5-10

K* 700-800 Cu™ 7

Ca ™ 120 Mn ™ 10- 80
Mg ™" 70-200 Fe ™ 0,2
SO, " 7-280

Na”* 200

Fonte: (LIMA et al., 2001).

4.1.5 Contaminagdo microbioldgica

De acordo com Mutton (2008), a contaminagdo ocorre nas maiorias das unidades
produtoras de alcool do Brasil, em decorréncia do desenvolvimento de outros micro-organismos,
como bactérias e leveduras selvagens, que podem estar presentes na matéria-prima.

Segundo Antonini (1998), a contaminacdo microbioldgica pode significar a diferenca
entre ganhar ou perder em produtividade e podem ser traduzidas em milhdes de litros de alcool.

Por isso o controle das bactérias sdo de suma importancia para diminuigdo das perdas,
fazendo com que o consumo de produtos antimicrobianos também diminuam, reduzindo os
gastos para industria.(ALCOOLBRAS, 2010).

Conforme Moreno (2005), as maiores perdas no setor alcooleiro sdo aquelas que ndo se

medem, as classificadas como indeterminadas.
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5. MICRO-ORGANISMOS DO PROCESSO

5.1 LEVEDURAS

Segundo Lima,Basso e Amorim (2001), as leveduras sdo 0s micro-organismos mais
importantes na obtencdo de &lcool via fermentativa; entretanto, exitem também as bactérias do
genéro Zymomonas mobilis.

As leveduras sdo micro-organismos cujo crescimento é na forma unicelular como mostra

figura 6.

Membrana citoplasmatica

Nucleo (plasmalema)

Citoplasma

Lipidio
Glicogénio
Reticulo

endoplasmatico

Vactiolo
Mitocondria

Cicatriz
do brotamento

Figura 6: Esquema de uma célula de levedura
Fonte: ANTONINI, 2010, p. 34

A reproducdo € assexuada, por brotamento multilateral e polar ou por fisséo, e sexuada,
por meio de ascdsporos. Outra caracteristica desse micro-organismo € a composi¢cdo da parede
celular, que consiste basicamente de polissacarideos da glicose, manose ou N-acetilglicosamina.
Ao contrario das plantas, a parede celular das leveduras ndo contém celulose, os fungos também
ndo armazenam amido, e sim glicogénio, semelhante aos animais. O processo mais comum de
crescimento das leveduras é a gemula¢do ou brotameno. Quando por brotamento uma célula de
levedura pode gerar mais de 24 células filhas. Outra maneira de reproducdo € sexuada, que so
ocorre em situagfes onde ha falta de nutrientes. De modo geral, as células variam no que diz
respeito as suas dimensoes, partindo de 1 a 5 pm de largura a 5 a 30 pm de comprimento, em
geral sdo maiores do que as bactérias, mas as menores leveduras ndo sdo tdo grandes como as
maiores bactérias (CECCATO-ANTONINI, 2010).
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5.2 MICRORGANISMOS CONTAMINANTES

5.2.1 Leveduras selvagens

As leveduras selvagens ou invasoras, tem sido alvo de grandes problemas para industrias
de alcool, elas demonstram ser altamente competitivas e predominam a fermentacdo. Para muitas
usinas o problema tem sido descoberto a partir de dados de laboratério como queda do
rendimento fermentativo, queda na eficiéncia industrial, maior tempo de fermentacdo e maior
formacao de espumas devido ao aumento da viscosidade (CECCATO-ANTONINI, 2010).

Segundo Castro, 1995; Cabrini e Gallo,1999, tem sido isoladas frequentemente as
levedura do género Candida dos processos fermentativos, mas é a levedura Dekkera ou
Bretanomyces que tem causado maiores problemas nas fermentacoes.

No nordeste brasileiro foi identificada e caracterizada por meio de métodos moleculares, a
principal levedura contaminante presentes nas plantas utilizadas na producdo de &lcool, a
Dekkera bruxellensis, responsavel pela diminui¢cdo na producéo de etanol. (SOUZA-LIBERAL,
2007).

Portanto essa reducdo na producéo alcool acontece porque as células dessas leveduras se
reproduzem na fermentacéo, substituindo as células da Saccharomyces Cerevisiae, tornando o
processo de fermentacdo mais lento. Ora fora somente esses 0S prejuizos, mas ndo para por ai,
com a fermentacdo prejudicada todo sistema é afetado, desde a moagem até o campo,
carregamento, todos tem de ser reduzidos causando um prejuizo ainda maior para as industrias
(AGROSOFT BRASIL, 2010).

Ensaios realizados com a levedura Dekkera bruxellensis em fermentagdes puras e mista
com Saccharomyces Cerevisiae, mostraram gque a levedura contaminante consegue crescer no
meio indepente da quantidade de indculo, causando a diminuicdo da viabilidade celular da
Saccharomyces Cerevisiae, reducdo na producdo de etanol, provalvelmente pela producdo de
acido acético proveniente do agucar redutor presente na fermentacdo. Dependendo do grau de
contaminacdo decorrente dessa levedura, a perda estimada pode atingir valores entre 6 a 15
milhdes de litros de alcool na safra (MENEGHIN, 2007).

Segundo Muttom (2008), 0s micro-ganismos contaminantes vem do campo, estdo nos

colmos da cana, e abrangem desde o corte até a etapa da moagem. Estes contaminates tem o
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poder de degradar a sacarose causando perdas diretas, pelo fato de produzirem &cidos organicos e
polissacarideoss como subprodutos diminuindo o rendimento da fabricagdo (STUPIELLO 1981).

Entre os contaminantes mais comuns nos processos fermentativos, estdo as bactérias, com
predominancia das gram-positivas dos géneros Lactobacillus, Bacillus e Leuconostoc
(CECCATO-ANTONINI, 1998).

5.2.2 Bactérias

Segundo Neto e Shinya (1991) as contaminagBes por bactérias é frequente em
fermentacdes, as bactérias que sdo detectadas sdo do género Lactobacillus e Bacillus, causando a
queda na viabilidade das células das leveduras e diminuindo a produgéo de alcool.

As bactérias tem facilidade para se desenvolver em fermentacfes que apresentam
dificuldades de assepsia, tanto da cana, quanto das etapas seguintes do processo, ela também é
incentivada simplesmente pelas condi¢fes de operacdo das unidades, quando o tratamento
térmico é ineficiente e quando h& presenca de pontos mortos no processo, contaminagdo nos
trocadores de calor, contaminacdo nas tubulac@es, qualidade da agua utilizada na diluicdo do
fermento e limpezas das dornas. As bactérias sdo capazes de dobrar sua popula¢do em apenas 28
minutos, entdo os prejuizos podem ser assustadores e, além de diminuir a producdo de alcool
ainda exige das usinas a aplicacéo de antibioticos (ALCOOLBRAS, 2010).

Segundo Antonini (1998), o uso continuo de antibidticos é prejudicial aos processos de
fermentacdo, pois, pode levar ao desenvolvimento de linhagens resistentes, as quais se tornam
menos sensiveis a sua aplicagéo.

Segundo Garcia (1999), as vezes a contaminacdo é tdo alta que a perda do fermento é

inevitavel sendo necessario reiniciar todo o processo.

5.2.3. Bactérias laticas

De acordo com Buchanan et al. (1974); Hofverdhal e Hagerdal (2000), as bactérias laticas
podem ter formato de cocos ou bacilos, sdo gram positivas, ndo esporulantes, fermentadoras de
carboidratos, produtoras de acidos e anaerobias.

Segundo Holt et al (1994), o género Lactobacillus compreende células na forma de
bastonetes medindo 0,5-1,2 x 1,0-10um, geralmente longos. A temperatura étima de crescimento
esta entre 30 — 40°C.
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As bactérias produtoras de &cido latico encontrada na produgdo de &lcool sdo as mais
nocivas, devido a sua habilidade de sobreviver em temperatura 6tima entre 30 e 40°C e pH 6timo
de 55 — 6,0. Nestas condigdes, as bactérias laticas se reproduzem bem mais répido que as
leveduras (NARENDRANATH, 2003).

Apesar das bactérias laticas serem exigentes nutricionalmente, o caldo em processo parece
conter quantidades adequadas de aminodcidos, vitaminas e minerais para seu crescimento, e
causam significantes perdas de sacarose por inversdo durante o curto periodo antes da etapa de
clarificacdo. Muitas espécies excretam gomas extracelulares, as quais ajudam a proteger as
celulas dos efeitos letais do calor e dos agentes quimicos (TILBURY, 1975).

Cherubin (2003) afirma que as bactérias laticas podem ser encontradas na cana de agUcar,
no inicio do processo e nos mostos, chegando até as dornas de fermentacéo.

Em condicBes de processo alcodlico as bactérias laticas se desenvolvem bem répido, pois
toleram altas temperaturas, pH baixos e altos teores de alcool. Na auséncia de oxigénio, ou seja,
em anaerobiose metabolizam a glicose em acido latico para obter energia e assim reduzem o
volume de alcool produzido na fermentacdo. (NARENDRANATH et al., 1997).

Segundo Alcarde e Yokoya (2003), as bactérias laticas também causam o indesejado
fendmeno da floculacdo das leveduras na fermentagdo, induzida por L. plantarum, L.
fructivorans, L. fructuosus e L. buchneri. Esse fendmeno ocorre por interagcdo entre componentes
protéicos da parede celular dessas bactérias, potencializado pela presenca de ions calcio no meio,

como mostra a Figura 7.

(@) (b)
Figura 7. Leveduras e lactobacilos dispersos (a) e floculados (b) em fermentag&o etandlica.
Fonte: Russell, 2003; Godoy, 2002.
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6 ACIDO LATICO
Segundo Zhuou et al., (2003), o acido latico é um é&cido orgéanico, formado por um
carbono-R assimétrico e possui dois enantibmeros: um L(+), um L(-),como mostra a figura 6 e

um D L racémico, obtido atravez de sintese quimica.

COOH COOH
| |
OH —C* —H H —e* -oH
| |
CH3 CH3
L (+) — acido latico D (-) — &cido latico

Figura 8- Molécula de &cido latico
Fonte: WINDHOLZ, et al., 1976

O écido latico dextroroatorio L (+), é encontrado no sangue e nos muasculos de homens e
animais, € conhecido quimicamente como 2-hidroxipropiénico, férmula molecular C3HgOs3,
massa molar 98,08 e ponto de fusdo 53°C, pK a 25°C igual a 3,79, e podem formar sais com
diversos metais. O D(-) &cido latico é conhecido como (R) -2-hidroxipropiénico, tem a mesma
massa molar do L(+), mesma férmula molecular, mesmo ponto de fusdo, porém com pK igual a
3,83, diferentemente do L(+). E obtido atraves da conversdo do DL &cido latico na fermentagio
da glicose, via bactérias do genero Lactobacillus Leichmannii. O DL acido latico é encontrado no
leite azedo devido a fermentacdo de bactérias laticas, em melagos, magés e outras frutas, suco de
tomate, cerveja vinhos e outros ( WINDHOLZ, et al., 1976).

De acordo com Macmaster; Ravno (1977) em pesquisas realizadas em diversas usinas, foi
constatado que o &cido latico ndo estava presente na cana colhida fresca, mas sim na cana com
um certo tempo depois de colhida, resultado da fermentagdo bactériana na presenca de sacarose
durante esse periodo de espera como mostra a tabela 4.
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Tabela 4.Quantidade de Acido Lético em caldo de cana colhida, com diferentes periodos

entre a queima, corte e 0 processamento.

Amostra | ESPera Brix Acido Latico Acido Latico
() (%) (mg/L) (mg/Kg de SD)

Al 15 20,6 10 48,5

A2 22 19,4 40 206,2
Bl 36 18,5 22 118,9
B2 48 21,8 24 110,1
Cl 38 15,9 112 704.4
C2 60 17,3 184 1063,6
D1 80 18,2 234 1285.7
D2 86 16,4 297 1810,1

SD: Sélidos soluveis
Fonte: Ventura, 2007, p.56.

O écido latico dentre os metabdlicos microbianos da fermentacdo alcodlica é o maior
componente, ele afeta o crescimento das leveduras e diminui a producdo de alcool. (ESSIAN-
NGANG et al., 1989).

Segundo Alves (1994), a producdo de &cido latico segue a mesma tendéncia da
contaminacgdo bacteriana na fermentacdo alcodlica, e que o acido Iatico constitui um parametro
preciso para detectar a extensao da contaminacao.

Amorim et al. (1996), afirma que a contamina¢do por acido latico é proporcional ao
namero de bactérias na fermentacdo alcodlica. Como consequéncia da producdo do acido latico
as células das leveduras sdo inibidas e seu crescimento prejudicados, pois o acido latico exerce
um efeito toxico sobre as células. Com o pH baixo o &cido latico ndo dissociado difunde através
da membrana plasmatica, e ja no citoplasma devido ao pH intracelular ele se dissocia e no
bombeamento dos prétons para fora da célula gera um consumo de ATP (DORTA et.,2000;
NARENDRANATH, et al., 1997; VENTURA, 2007).

Segundo Ventura (2007), as perdas no processo de produgdo de etanol devido ao acido latico
produzido pelas bactérias, em fermentacdes onde o teor de 4cido latico superou 774 mg.L™, observou-se a
reducdo do teor de alcool, reducdo no crescimento das leveduras e mostrou aumento da floculagdo, como

mostra a tabela 5.
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Tabela 5. Parametros de vinhos obtidos de fermentacdo de mosto de melago por leveduras com
bactérias laticas, ocorrido em batelada por 9h, a 32°C' sob agitacéo.

Acido latico | Teor Viabilidade «

FermentacOes U'GF C 1 produzido |alcodlico Le\éedurgs levedura qucglagao

(x10°mL"™) (mg/L™Y) (%) (10° mL™) (%) Média (%)
01, 02,03 0,01 20,7 4,72 3,02 84,36 4
04, 05,06 12,8 1089 3,8 1,6 76,92 92
06, 08,09 54 774 4,25 1,86 78,54 74
10, 11,12 0, 40 369 4,38 2,14 79,23 44
13, 14,15 0,1 108 4,7 2,32 81,57 12
16 0,05 37,8 4,84 2,68 83,12 6

Fonte: VENTURA, 2007, p. 16

6.1 QUANTIFICACOES DO ACIDO LATICO

Devido aos impactos causados pelo acido latico na fermentagdo alcodlica foi necessario
medi-lo em diferentes etapas do processo, pois onde hd a presenca aumentada das bactérias,
também ha aumento de acido latico. (AMORIM, 1996).

Segundo Gomide (1979), nos calculos de balango de massa em estequiometria industrial
pode ser usado para quantificar a massa de acido latico produzido na fermentacdo, como mostra a

equacéo 2.

QAL = QV x VV - (QM x VM - QL x VL) (2)
Onde:
QV = Teor acido latico no vinho (mg/L)
V/V = Volume de vinho fermentado (m®
QM = Teor acido latico no mosto (mg/L)
VM = Volume de mosto (m?
QL = Acido latico no levedo (mg/L)
VL = Volume de levedo inoculado no fermentador (pé-de-cuba) (m°)

De acordo com Ventura (2008), € importante saber interpretar os resultados obtidos pelas

medicdes, assim como mostra a tabela 6.
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Tabela 6. Tabela que apresenta os resultados das concentracdes de acido latico, bem como as condi¢fes da

fermentacéo e quantidade de bastonetes por mL.

Contagem microscopica Teor Acido Condicgéo da
(bast/mL) Latico mg/I Fermentacao
<5x10° < 300 Excelente

5x10°-5x10° 301-500 Bom

6 x 10°- 5 x 10’ 600-1200 Regular

6 x 10"- 9 x10’ 1300-1900 Preocupante
>1x10° > 2000 Muito Ruim

Fonte: Ventura (2008), p. 69.

De acordo com a tabela, o teor de acido latico em fermentagdo € relativo a quantidade de

bactérias e, cada resultado, serve como pardmetro para classificar as condi¢cbes do processo

fermentativo, podendo ir de excelente a muito ruim.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que a contaminacdo bacteriana é responsavel direta pela redugdo na produgéo
de etanol na fermentacéo etandlica e é evidenciada pelo desenvolvimento das bacterias laticas.

A formacdo de 4cido latico através das bactérias pode ocorrer em diversos estagios do
processo, podendo estar até mesmo presente na cana. A quantidade de &cido latico na matéria-
prima pode ser um indicador da qualidade microbioldgica.

A maior formagdo de acido latico ocorre na fermentag&o etanolica, variando em nimero e
espécie de bactérias contaminantes.

Para minimizar ou reduzir a contaminagdo por bactérias laticas deve-se ter um controle
microbiolégico eficiente nas diferentes etapas do processo produtivo; além de controlar a
qualidade da matéria-prima. Também é importante que todos que estdo envolvidos na cadeia
produtiva do etanol se conscientizem de que as maiores perdas estdo no que olhos ndao podem ver,
através de micro-organismos tdo pequenos e capazes de destruir a fermentagdo em um curto

espaco de tempo.
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