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RESUMO

O presente trabalho tem o interesse em demonstrar os varios fatores e
situagbes que dificultam a atividade das leveduras Saccharomyces cerevisiae nas
fases existentes nos diferentes tipos de processo da fermentacao alcéolica ,causando
uma redugcdo na producdo de etanol em relagdo a quantidade esperada
estequiometria de Gay-Lussac .Foram estudados como os mais citados interferentes
nos processos de fermentacdo alcdolica a qualidade das matéiras primas
empregadas tais como a cana-de-agucar, e o melago , as diferentes formas de
conducéao da operacdo unitaria aeracao e agitagcdo , as necessidades balanceadas
das leveduras quanto aos nutrientes , o tempo de fermentacdo e a viabilidade das
leveduras em diferentes meios de concentracdo de acucares e fermento . Como os
fatores fisicos e ambientais tais como a temperatura ,pH e acidez impactam no
rendimento fermentativo e os principais micro-organismos contaminantes que podem
ser encontrados e desenvolvidos no processo de fermentacdo € o uso de biocidas

para tratamentos .

Palavras-chave: Fermentagdo alcdolica , fatores que interferem na

fermentacgao alcéolica ,cana-de-aglcar,melago,contaminacao bacteriana.



1. INTRODUCAO

Segundo Mansor et al. (2009) o panorama mundial estd mudando
rapidamente, por motivos ligados a trés das grandes preocupagdes da humanidade
nesse inicio de século: meio ambiente, energia e economia global.

Embora a primeira vista possam parecer distintas, estas trés areas estao, na
realidade, completamente interligadas. As duas primeiras estao ja ha mais tempo na
percepcdao do cidaddo comum, devido ao efeito estufa e ao aquecimento global
associado ao uso de combustiveis fésseis. Quanto a economia, s6 o tempo dira quais
os efeitos permanentes que esta crise no sistema financeiro internacional tera sobre
o setor energético e, mais dificil de se prever, sobre o meio ambiente. A Unica
certeza é de que os trés setores serdo permanentemente afetados.

Independente da saida adotada, ela necessariamente terd que passar por
uma mudanga radical na matriz energética mundial, com forte aumento da
participacdo das fontes renovaveis, conforme demonstra a figura 1 , o Brasil se
destaca dos demais paises por um motivo bem simples: a matriz brasileira ja é cerca
de 45% renovavel, comparada a média mundial de 13%.
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Figura 1: Comparagao da matriz energética do Brasil X Mundo
Fonte Adaptado Alhanati (2013)

Conforme Magalhdes ( 2007) a matriz energética brasileira esta distribuida



conforme ilustra a figura 2 , a cana-de- acucar representa 13,5 % do total de energia

renovavel .
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v O etanol responde por 40% do mercado de gasolina/etanol (apenas 3% nos EUA!)

v A gasolina brasileira contém de 20 a 25% de etanol.

v Ha mais de 320 plantas com flexibilidade de producéo de aglcar ou etanol.

v Néao ha subsidios, porém o etanol conta com, isengdes fiscais e mistura compulsoria.

Figura 2: Matriz energética distribuida por produtos
Fonte Adaptado Magalhaes ( 2007)

Para Caldas; Borém; Santos ( 2012) este sdo o processo mais utilizado no
Brasil, nos EUA e, de modo geral nos demais paises. Brasil € um pais com
dimensdes continentais, com diversidades de clima e solos, portanto a cana-de-
acucar é produzida em 20 estados da federagao e durante todo o ano. A safra de
cana do nordeste se inicia quando a do centro sul esta proxima do fim. Quando a do
centro sul esta no final, a do nordeste esta no inicio. Este fato € importante, pois se
tem producao de etanol o ano inteiro no Brasil.

Para Auston (2008) apud Amaral (2009) a industria sucroenergética no
Brasil € de grande importancia para a economia nacional, o etanol é utilizado como
combustivel alternativo para automéveis, sendo menos poluente que a gasolina e,
além disso, € derivado de uma fonte de energia renovavel.

Na década de 70, devido a guerra do Oriente Médio e a elevagao do prego
do barril de petrdleo, o governo brasileiro, como alternativa, implantou o Préélcool



(Programa Nacional de Alcool) em 1975. A partir desta data, o Brasil tornou-se o
primeiro pais do mundo a desenvolver um programa alternativo de substituicdo da
gasolina por outro combustivel. A utilizacdo do etanol como combustivel carburante
mostrou-se uma alternativa adequada a paises carentes em reservas petroliferas e
com grandes extensodes territoriais adequadas a producao de cana-de-agucar.

Para Ventorim (2008) apud Carvalho (2011) com o fim do programa
Préalcool, e com o aumento da atividade petrolifera no mundo e a reducao dos
precos internacionais da gasolina na década de noventa houve entdo uma retracao
no consumo e produgéo de etanol. Este cenario mudou nacionalmente, somente a
partir de 2003, com a criagdo dos veiculos flexfuel e devido a questdes econdémicas,
politicas e ambientais, elevando novamente o consumo de &lcool hidratado no
Brasil.

Segundo a Conab (Companhia Nacional de Abastecimento) (2011) apud
Carvalho (2011) a producéo brasileira neste periodo saltou dos 3,8 bilhdes de litros
no ano de 2003, para 19,5 bilhdes de litros em 2010.

Conforme Schiavone (2009) apud Lima (2009), para produzir etanol um dos
parametros principais a ser controlado é a fermentacao, para isso necessita-se de
um ambiente e meio de fermentacédo saudavel.

Tanto na literatura quanto na pratica é sabido que diversos fatores afetam a
fermentacado, tendo como causa principal o rendimento da fermentacéo, ou seja, a
porcentagem do acucar que se transforma em alcool, em relacdo a quantidade
maxima teérica da equacgao de Gay-lussac. Entre os principais fatores que podem vir
a afetar na producao de etanol destacam-se:

e Matéria-prima - Cana-de-aglcar e melago;
e Aeracgao e agitacao;

e Nutrientes;

e Concentracdo de acucares e fermento;

e Temperatura, pH e acidez;

e Contaminacao bacteriana;

Diante desse contexto, esta pesquisa propde um estudo sobre os fatores
interferentes na fermentacéao alcodlica e seus limitantes para a producao de etanol e
0 que pode afetar no rendimento e na qualidade do produto final com possibilidade
de propor melhoras no processo a fim de diminuir perdas.



2. OBJETIVOS

O objetivo desta pesquisa foi verificar na literatura no periodo dos anos 2000
a 2014 baseado nas investigagcdes de outros temas para os estudos cientificos
existentes sobre o0s processos de fermentagdes alcdolicas, quais os fatores
interferentes que causam a queda de producédo de etanol , com a espectativa de
preencher as lacunas na formagéo e de encontro com a relevancia a area de

atuacao e consequentemente adquirir a satisfacdo pessoal .



3. MATERIAL E METODOS

A busca nos bancos de dados foi realizada utilizando as palavras-chave |,
“Fermentacao”,“Fatores interferentes na fermentagdo alcéolica”; “cana-de-agucar”;
“etanol”, terminologias comum em portugués em sites como Google Académico ,
Scielo, Lilacs, Bibliotecas Digitais , livros de autores reconhecidos no setor
sucroenergético, e Workshop . A pesquisa foi realizada no periodo dos ultimos

catorze anos .



4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 Fermentacao alcoéolica

Conforme Angelis (2012) as leveduras alcoodlicas da espécie Saccha-
romyces cerevisiae pertence a familia dos fungos, sdo organismos eucariotos
diferentes das bactérias.

As leveduras sao heterotréficas isto €, necessitam de matéria orgéanica, e
tem preferéncia por carboidratos especialmente agucares simples, a figura 3 na

sequencia ilustra uma célula de levedura e seu broto.

1E_|m

Figura 3: Levedura Saccharomyces Cerevisiae
Fonte Adaptado BIOTECNOLOGIA NA INDUSTRIA SUCROALCOOLEIRA, 16, 2012,
Sertaozinho ,CEISE — Leveduras. Sertaozinho: MTA UFSCAR,2012.p.33

Para Lehninger (2002) apud Novaes et al. (2013) as leveduras séo
classificadas como micro-organismos facultativos, podem catabolizar aglcares para
a producao de energia quimica celular (ATP) pelas vias aerébia e anaerdbia. No
primeiro caso, conhecido como respiracdo, uma molécula de sacarose é oxidada na
presenca de oxigénio, resultando em gas carbbnico e agua nas quantidades
estequiométricas mostradas na equacgao 1:



Invertase

C12H2,0411 + H,0 —— C¢H;,06 + CgH1,046 (1)

sacarose glicose  frutose
2C¢H1,06 + 120, — 12C0O, + 12H,0
360 384 528 216

No segundo caso, conhecido como fermentagéo alcodlica, uma molécula de
sacarose é oxidada na auséncia de oxigénio, resultando em etanol e gas carbbnico
nas quantidades estequiométricas mostradas na equagéo 2.

Invertase

C12H22011 + HZO —_— C6H1206 + C6H1206 (2)

342  + 18- 180 + 180
2C¢ Hy, 0, — 4CH; CH, OH + 4CO,
360 — 184 + 176

Segundo Ribeiro (2010) apud Monteiro; Carvalho (2011) “A fermentacao
alcodlica é um processo biolégico comum a todos os substratos agucarados, no qual
estes séo transformados em etanol e diéxido de carbono”.

A espécie de micro-organismo mais utilizada para a fermentagéo alcodlica é
a levedura, organismos eucariéticos que formam uma das classes mais importantes.
dos fungos.

Segundo Tosetto (2008) apud Bosqueiro (2010) as células de
Saccharomyces cerevisiae possuem, geralmente, forma unicelular, com diametros
que variam de 2 a 8 micrdmetros. Sua reproducao é feita basicamente por
brotamento, dando origem a uma nova célula.

Ventura (2007) apud Monteiro; Carvalho (2011) destaca que, normalmente,
sdo empregadas nas destilarias brasileiras, linhagens selecionadas de
Saccharomyces cerevisiae, com ou sem alteracdo genética, que possuam
caracteristicas especificas de maior producdo de etanol e mais resistentes a
ambientes estressantes.

Tosetto (2008) apud Bosqueiro (2010) explica que, devido a sua
caracteristica facultativa, a levedura tem a capacidade de utilizar duas vias distintas
de transformagdo do agucar durante o processo fermentativo. No primeiro
denominado glicélise, a sacarose € degradada até &cido pirdvico, por uma



sequéncia ordenada de reagdes catalisadas por enzimas especificas. Em
anaerobiose ha uma tendéncia para a atuacado das enzimas piruvato-descarboxilase
e alcool-desidrogenase, produzindo etanol e agua a partir do acido piravico.

Quando na presenca de oxigénio, a levedura tem a capacidade de
transformar parte do aglcar em CO, biomassa e agua. Esta reacao ocorre devida o
deslocamento reacional de parte do acido pirtvico para o Ciclo de Krebs onde sera
oxidada enzimaticamente, a figura 4 deixa mais claro o processo fermentativo no

interior da célula da levedura.

+ ++
K* Mg REALOSE

RO CENIO -+
LES EREAY

f——

DIHIDROXIACETONA {2} (2) GLICERALDEIDO

NADH + H*
NAD Cutt

Fett+
GLICEROL Mg **

l, mﬁclnos

SUCCINATO

PIRUVATO

Figura 4: Metabolismo da levedura 3 )
Fonte Adaptado TECNOLOGIA DE PRODUGCAO DE ALCOOL, 14, 2012, Sertdozinho
,CEISE — Fermentagéo etandlica Ill. Sertdozinho: MTA UFSCAR,2012.p.50.

Para Campelo (2005) apud Bosqueiro (2010) as enzimas especificas de
cada reacao podem ter sua atividade influenciada por diversos fatores como: pH,
temperatura, inibidores, concentragéo de substrato, etc.

O balanco global dos dois ciclos pode ser resumido pelas equagdes 3 e 4:
C¢Hy,04 + 2Pi + 2ADP — 2C,HsOH + 2C0, + 2ATP + 2H,0 + 57Kcal (Equacio Gay —
Lussac)(3)

C¢H1,04 + 60, = 6C0O, + 6H,0 + 38ATP + 688Kcal (Ciclo de Krebs)(4)



A figura 5 ilustra a fermentagéo alcodlica

FERMENTACAO ETANOLICA i

Alcool
etilico 3 C

Alcool
etilico 3 C

Figura 5 :Fermentagdo Etandlica ; )
Fonte Adaptado TECNOLOGIA DE PRODUCAO DE ALCOOL, 14, 2012, Sertozinho
,CEISE — Fermentacgéao etandlica lll. Sertdozinho: MTA UFSCAR,2012.p.41.

Na sequéncia das reagdes enzimaticas aparecem rotas metabdlicas
alternativas para a formacdo de outras substancias necessarias para o0
desenvolvimento de produtos secundarios, relacionados direta ou indiretamente com
a adaptacao e sobrevivéncia das leveduras. Estando sujeito a presenca de oxigénio
ou nao, a levedura forma juntamente com o etanol e gas carb6nico, produtos como
glicerol, acidos nucleicos, proteinas, lipidios, alcodis superiores, acidos acético,
succinico, piravico, entre outros, simultaneamente ocorre também o crescimento
celular.

Ainda Campelo (2005) apud Bosqueiro (2010) a equacédo descrita por Gay
Lussac, mediante as condi¢des industriais anaerdbicas utilizando sacarose é dada
pela equagéao 5 abaixo:

Cy2 Hy2 044 + H,0 - 2Cg Hy; Og + levedura — 4CH; CH, OH + 4CO, + levedura +
subprodutos(5)
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O rendimento teorico de etanol por grama de glicose consumida € 0,511
gramas, sendo este valor considerado 100% quando o substrato for glicose. Como
na condicdo de fermentacdo industrial brasileira, o rendimento alcancado é em
média 91%, isto corresponde a 0,465 gramas de etanol por grama de “Acucar
Redutor Total” (ART) consumido.

4.1.1 Estequiometria da Fermentacao

Os monossacarideos (agucares redutores ou acgucar invertido) sao
diretamente fermentados para producéo de etanol através da fermentacao alcodlica.
A sacarose precisa ser desdobrada pelas leveduras em duas moléculas de acucar
invertido para ser transformada em etanol, através do complexo processo
bioquimico.

Para Fernandes (2011) acucares redutores € o termo empregado para
designar os acgucares (glicose e frutose, que apresentam a propriedade de reduzir o
oxido de cobre do estado cuprico a cuproso). Os monossacarideos sao oticamente
ativos, sendo a rotagédo especifica da glicose a 20°C de + 52,70° e da frutose -
92,4°. Na situacdo de proporcionalmente iguais, a rotacdo especifica da mistura
passa a se de 39,7°.

Por ser dextro-rotatéria a glicose ou glicose € também é chamada dextrose
enquanto que a frutose, que € levégira, também é chamada de levulose.

No caldo de cana foi demonstrado que a relacdo dextrose / levulose é
normalmente maior do que 1,00 decrescendo de 1,6 para 1,1 com o aumento do teor
de sacarose nos colmos.

O acucar invertido € uma mistura equimolecular de glicose e frutose, obtida
pela hidrélise da sacarose. A sacarose hidrolisa-se estequiometricamente em partes
iguais de glicose e frutos e, quando na presenca de certos acidos e temperatura
adequada ou, entéo, pela acdo da enzima denominada invertase.

No interior da planta, o desdobramento da sacarose em glicose e frutose é
uma reagao de duplo sentido, isto €, ocorre a inversdao assim como a combinagao
durante o metabolismo da fotossintese. Desse modo, ao analisar o caldo da cana
recém-cortada, obtém-se os produtos participantes desse processo bioquimico. O

metabolismo da planta altera a relacédo glicose / frutose. Tecnicamente, “o
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“termo” ““aclcar invertido” € o mesmo que agucares redutores “, uma vez que o
método de analise ndo distingue entre os produtos da inversdo da sacarose
daqueles originarios do metabolismo da cana.

Os acucares redutores totais (ART) representam todos os agucares da cana
na forma de acucares redutores ou acucar invertido. O teor de ART pode ser
determinado analiticamente por oxirredutometria, colorimetria, cromatografia, apds a
inversdo acida da sacarose. Para material de alta pureza, como o caldo de cana
madura, os ART podem ser estimados pela soma dos acucares redutores (glicose e
frutose) com a sacarose na forma de acucar invertido (sacarose/0,95) ou, para
materiais com pureza >80%, pol/0,95). Além da glicose, frutose e sacarose
invertida, outras substancias redutoras presentes no caldo estar incluidas na
determinacao.

No interior da planta, o desdobramento da sacarose em glicose e frutose é
uma reagao de duplo sentido, isto €, ocorre a inversdo assim como a combinagéo
durante o metabolismo da fotossintese da cana que sera mais bem detalhado no
tépico “cana-de-agucar’.

Depois de queimada e ou cortada, ocorre somente inversdo da sacarose, no
processo conhecido como deterioracdo. Desse modo, ao se analisar o caldo da
cana, obtém-se os produtos participantes desses processos bioquimicos.

O conhecimento do teor de acucares redutores totais € importante para a avaliacao
da qualidade da matéria prima, principalmente aquela destinada a produgdo do
alcool etilico (etanol).

4.1.2 Relacoes da estequiometria

Ainda Fernandes (2011) um volume conhecido de alcool e correspondente
grau alcodlico ou massa especifica pode ser convertido em sacarose ou em acucar
de determinada polarizacdo. A fermentacao alcodlica € um processo complexo que
envolve diversas etapas de transformacgao dos acgucares do caldo de cana pela acédo
das leveduras. Apds a inversdao da sacarose, as duas moléculas de acucares
invertidos podem ser diretamente fermentadas para a conversdo em quatro
moléculas de etanol e quatro moléculas de gas carbb6nico, conforme a equacéao 6
apresenta.
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Cy, Hyy 041 + H,0 - 2C, Hy, Oy — 4CH, CH, OH + 4C0,(6)
342,2992 g 18,0152g 2%180,1572g 4+46,0688¢g 4%44,0098¢g

sacarose agua acucares invertidos etanol gas carbonico

Conforme a equacdo 7 estequiometricamente, 342,2992g de sacarose
produzem 360,3144g (2*180,1572) de acucares redutores totais (ART) que por sua
vez produzem 184,2572g de etanol, ou seja, cada quilograma de sacarose
correspondem a 4*46,0688/342,2992= 0,538345 kg de etanol, Essa massa de etanol
pode ser transformada em volume de etanol dividindo pelo grau massico do etanol
789,23 kg/m3.

1000 * 4 = 46,0688 kg

789,23 kg/1

342,2992 kg — 4 * 46,0688 kg — - 0,682115 1 (7)

sacarose kg etanol kg formula conversao etanol |

Uma determinada quantidade de sacarose (kg) pode ser convertida
estequiometricamente em etanol (L) pela multiplicacao pelo fator 0,682115. Esse
volume de etanol por sua vez pode ser convertido em alcool hidratado ou alcool
Anidro como demonstrado no item anterior.

e Sacarose em Etanol —» Multiplicar por 0,6821
e FEtanol em sacarose — Dividir por 0,6821

Os valores exatos de massa atbmica do carbono (C) igual a 12,011g,
hidrogénio (H) 1,0079g e do oxigénio (O) igual a 15,9994g. Com esses valores, a
massa molecular do agucar invertido ou glicose ou frutose C¢cH;, 04 € igual
180,1572g, a do etanol CH; CH, OH é de 46,0688g e do gas carbbdnico CO, é de
44,0098g.

Dada a equacdo 8, cada molécula de aglcar invertido (ou acucares
redutores) é fermentada para a coversao em duas moléculas de etanol e duas
moléculas de gas carbdnico.

CsHy2 06 = 2 CH3 CH, OH + 2C0,(8)

Essa equacdao quimica mostra que 180,1572 g de acucar invertido
produzem 92,1376 g (2*46,0688) de etanol, ou seja, cada quilograma de ART
corresponde a 0,511429 kg de etanol (100*2*46,088/180,1572). A massa de etanol
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dividido pela massa especifica do etanol (789,23 kg/m3) resulta em 0,648010 L de
etanol por kg de ART.

Esse resultado € denominado "rendimento estequiométrico da fermentacgao,
ou seja, o volume em litros de etanol que pode ser produzido por quilograma de ART
com eficiéncia de fermentacao de 100%%. Esse é o valor correto para ser utilizado
nos calculos estequiométricos.

ART em Etanol — Multiplicar por 0,6480
Etanol em ART - Dividir por 0,6480
Ou seja, somente um fator para as duas dire¢cdes, 0 que evita erros de

arredondamento e confusdes nos calculos.

4.1.3 Fases de fermentacao

Segundo Lima et al. (2001), a fermentacdo alcoodlica possui trés fases
principais: fase preliminar, tumultuosa e fase complementar, ao se adicionar o
substrato junto as células, inicia-se a fase preliminar. Nesta fase, ocorre
multiplicacédo intensa das células, e o agucar consumido € usado na reproducéo. Ha
uma pequena elevacao da temperatura e baixo desprendimento de diéxido de
carbono. A duracao da fase preliminar depende das caracteristicas do sistema de
fermentacdo, e pode ser reduzida quando se emprega células com concentracédo
intensa, ou pela adicdo de células em um meio mais rico que o original.
Para Paschoalini; Alcarde (2009) a fase tumultuosa é caracterizada pela grande
quantidade de liberagéo de didxido de carbono. E a fase de maior duragdo, onde ha
conversao intensa dos agucares fermentesciveis, a densidade do mosto diminui o
teor alcodlico, acidez e a temperatura aumentam, nesta fase ha a formacgao de
espumas. Na fase complementar ha diminuicdo da fermentacao devido a reducao
dos agucares, nesta fase é notavel pela redugcédo da temperatura e da liberagéo de



14

CO, a figura 6 mostra detalhadamente as fases ao longo do tempo.

=Tz

Cinética dos processos microbiologicos

Fermentacio etandlica

Ln X

Complementar

Fase estacionaria

Tumul

\-(f:c-mo minimizar ou eliminar a fase
de adaptaciao!? Tempo (h}
Figura 6: Fases da fermentagéo alcéolica

Fonte Adaptado BIOTECNOLOGIA NA INDUSTRIA SUCROALCOOLEIRA, 18,
2012, Sertaozinho ,CEISE — Bioprocessos do setor sucroenergético - fundamentos
de microbiologia industrial. Sertdozinho: MTA UFSCAR,2012.p.53.

Caldas; Borém; Santos ( 2012) € dificil a determinagao precisa dos limites
destas fases e na pratica industrial, quando a fermentacao ocorre por batelada, é
comum a adicao de fermento tratado na dorna e, em seguida, a adicao programada
de mosto, Neste caso, a fermentagao praticamente ja se inicia na fase principal, que,
dependendo do perfil de enchimento, pode ser mais uniforme, com elevagdes
moderadas de temperatura e espuma.

Para Pacheco (2010) apud Naves et al. (2010), ha varias maneiras de se
conduzir a fermentacdo. O reator biolégico pode ser operado de forma descontinua,
semicontinua, descontinua alimentada (ou batelada alimentada) ou continua, todos
podendo trabalhar com ou sem recirculagdo do fermento. Atualmente no Brasil, a
maior parte da producao industrial de alcool em grande escala, ocorre em processos
fermentativos em batelada e continuos, representados pelas figuras 7 e 8, sendo
que a denominacao batelada na pratica industrial se refere a batelada alimentada.
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4.1.4 Tipos de processos fermentativos

acido agua
mosto
Leite de Vinha
leveduras  delevedurado
Dorna -
Reciclo
de
celulas ¥

Centrifuga

Tanque
Equalizadar

¥

Yinho para destilacao
Trocador de calar P ¢

Figura 7:Esquema simplificado do processo Melle-Boinot de fermentacgéo.

Fonte Adaptado Magalhaes (2007)
Agua, deido

Fosto

e

Fermento

Vinho i LIgR e
células

Figura 8:Esquema do processo de fermentagao continua.
Fonte Adaptado Naves et al. (2010)

Na tabela 1, estdo identificados os tipos de processos fermentativos,
seguidos pelas suas respectivas principais vantagens e desvantagens.



Tabela 1: Tipos de processos fermentativos

Tipo de
fermentacao

Vantagens

16

Desvantagens

Descontinua

Processo lento, com um inoculo por tanque
e com recirculacao de células, ou seja,
usando como inoculo o micro-organismo da
batelada anterior.

Este processo é o mais seguro, quando ha
problemas de manutencao e condicbes de
assepsia, pois ao final de cada batelada a
dorna sera esterilizada, recebendo um novo

inoculo.

A principal
desvantagem da
fermentagéo
descontinua é o tempo
gasto entre as
bateladas.

Outra desvantagem
s80 os baixos
rendimentos e/ou
produtividades, quando
o substrato adicionado
de uma vez s6 no
inicio da fermentagao
exerce efeitos de
inibicao, represséo ou
desvia o0 metabolismo
celular para formacgéao
de produtos que néao

interessam.

Semicontinua

Uma porc¢éo da cultura € coletada em
intervalos de tempos e o0 meio fresco é
adicionado a dorna. Nesse processo ha uma
variacao no volume da cultura.

Nao ha necessidade de ter uma dorna
separada para o inoculo, exceto no inicio. O
tempo também nao € desperdicado para a
limpeza e reesterilizagao.

Outra vantagem desta operagao é que nao é
requerido muito controle de lavagem das
dornas, utilizacdo de biocidas.

Ha um alto risco de
contaminacéao e
mutacao devido aos
longos periodos de
cultivos e as operacdes
manuais.

Além disso, séo
necessarios reatores
de volumes maiores e
0s custos de
investimento sao

levemente mais
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elevados.

Descontinua

Alimentada

Um ou mais nutrientes sdo adicionados ao
fermentador durante o cultivo e em que os
produtos ai permanecem até o final da
fermentacao.

O processo Melle-Boinot apresenta
vantagens como: a economia de agucar
devido a menor reproducao celular
(elevando o rendimento em etanol), a
eliminacdo de contaminantes pela
centrifugacao do vinho (separacao de
células de levedura), fermentagédo mais pura
devido ao tratamento de leite de levedura
(tratamento acido), eliminacao da
necessidade de cultura pura no preparo do
pé-de-cuba, pratica exigida no processo
classico, diminuindo, portanto a

complexidade das operagdes de planta.

A fermentagao
descontinua
alimentada nao reduz
os efeitos inibitérios do
acumulo de etanol na

cultura.

Continua

O processo de fermentagao continua
caracteriza-se por possuir uma alimentacao
continua de meio de cultura a uma
determinada vazao constante, sendo o
volume de reacdo mantido constante através
da retirada continua do caldo fermentado.
Tal processo pode ser mais vantajoso que o
de batelada ou batelada alimentada, pois
inclui otimizagdo das condigbes de processo
para uma maior produtividade, periodo longo
de produtividade continua, maior
produtividade volumétrica, maior
uniformidade do produto, redugédo dos
custos laboratoriais e sanitizacao das dornas
e maior facilidade de controle automatico.

A maior desvantagem
€ que as fermentacdes
continuas sao mais
suscetiveis a
contaminacao
bacteriana por longo
prazo de exposicao.

Fonte Adaptado Naves (2010)
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4.2 Matéria Prima

As matérias-primas usadas para a producao de etanol via fermentacado séo
de origem agricola (recursos renovaveis), dependentes das fotossinteses.

Nem todas as culturas, porém, sdao economicamente viaveis. Para ser
considerada matéria-prima para a producao de etanol, a matéria-prima deve conter
glicose, frutose, sacarose, amido, celulose etc.

Caldas; Borém; Santos ( 2012) a adocao de determinada matéria-prima
para a producdo de etanol depende de uma série de fatores: disponibilidade e
facilidade de transporte custos de producdo; rendimento industrial em etanol; conter
0 substrato adequado (e em concentragdes economicamente viaveis) ao
microrganismo agente da fermentagdo etanoica; custo industrial da transformagao
em etanol; ser de facil obtencéo, ndo exigindo tratamentos prévios onerosos; nao
contribuir para complicar os processos de separacdo de produtos do meio
fermentado; e ser economicamente vantajosa e de facil estocagem.

No Brasil, as matérias-primas utilizadas para a produgcao de etanol sdo a
cana de acucar e o melaco, subproduto da fabricacdo do acucar. Por serem as
Unicas matérias-primas de utilizagdo comercial atuais, serdo feitas consideracoes

mais detalhadas apenas sobre elas.

4.2.1 Cana-de- acucar

Caldas; Borém; Santos (2012) a cana-de-agucar chegou ao Brasil em 1532,
trazida da llha da Madeira por Martim Afonso de Souza. Foi plantada inicialmente na
Capitania de Sao Vicente, onde foi implantado o primeiro engenho de agucar do
Brasil, cujo nome era Sao Jorge dos Erasmos.

O segundo engenho, fundado dois anos depois, na Capitania de
Pernambuco, foi denominado Engenho Nossa Senhora da Ajuda. A cultura passou a
expandir-se, a partir destas duas capitanias, para a Bahia, Sergipe, Alagoas, Espirito
Santo e Rio de Janeiro. A maior regiao produtora, durante mais de quatro séculos,
foi a Zona da Mata do Nordeste, especialmente o Estado de Pernambuco.
posteriormente, expandiu-se para a Regido Sudeste, tendo como maior produtor o
Estado de Sao Paulo, que atualmente responde por 62,50% da produc¢ao nacional.
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A cana-de-acucar é atualmente cultivada em 20 estados brasileiros, com
destaque para Sao Paulo, Parana, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Alagoas e Pernambuco.

A composicdo da cana-de-acucar depende da variedade, do estadio de
maturacéo, das condic6es climaticas, da adubacéo, da altura do desponte, da ferti-
irrigacdo com vinhaca, do estado de sanidade da cultura, do tempo entre o corte e 0
processamento (deterioracdo), das propriedades fisicas, quimicas e microbioldgicas
do solo, da idade, entre outros fatores.

A Tabela 2 traz a composi¢cao média do caldo de cana-de-agucar.
Tabela 2: Composicao Média do Caldo de Cana-de-Acucar

Componente Valor Percentual
Brix 19,50
Agua 81,00
Sacarose 16,00
Glicose 0,30
Frutose 0,10
Acgucares Totais 18,0
Substancias redutoras Infermentesciveis 0,02
Matéria Nitrogenada 0,03
Acidez Sulfurica 0,50
pH 5,50
Cinzas 0,40
P205 0,02
K20 0,15
CaO 0,02
MgO 0,02
Sio2 0,02
Vitaminas Variavel

Fonte Araujo (1982) adaptado Caldas et al.(2012)

Conforme Oliveira Filho (2010) apud Carvalho (2011) de acordo com o
primeiro levantamento trimestral realizado pela CONAB, (2011), a previsdo de
producdo de cana-de-acgucar para a safra de 2011/2012, deve chegar a 641.942

milhdes de toneladas, de uma area estimada de 8,44 milhdes de hectares. Com



20

grandes investimentos em pesquisa, trabalhos com cruzamento de espécies e
processos de selecao de linhagens tornou-se possivel criar variedades de cana mais
adaptadas ao clima e solo das diversas regides produtoras do Brasil.

Com o advento da biotecnologia também foi possivel desenvolver
variedades mais resistentes a pragas e doencgas, contribuindo ainda mais para a
reducao no uso de defensivos agricolas e, consequente, aumento da produtividade.

A figura 9 demonstra a evolucéo das variedades ao longo das décadas.

Evolucao das Variedades

Precocidade
Antecipacao de safra

. \d)'{} Produtividade em

(\;\‘J\DI\ solo fraco colheita RB867515
?\_C}\‘)ﬂ Resist@mcs lnecanizqzla RB855156

? . esistenclia R 8?2454
Resictinet a Ferrugem RB72454 / SP83-2847
e AN — RB855453
" °"’“""5{i p70 1143] 2000 SP81-3250

A ctTiear IAC87-3396
N ‘““‘Qi Nase-79| 90
CB41-76 80
70

Figura 9: Evolugao das variedade de cana )

Fonte Adaptado MATERIA PRIMA PARA ACUCAR E ALCOOL, 2, 2012, Sertaozi-

nho ,CEISE — A CANA- DE- ACUCAR. Sertaozinho: MTA UFSCAR,2012.p.4.
Segundo Stupiello (1987) apud Carvalho (2011), a cana-de-agucar como

matéria- prima é definida como “colmos em estagio adiantado de maturacao, sadios,

recém-cortados, normalmente despontados e livres de matérias estranhas”. Com

uma matéria-prima de qualidade é possivel entdo obter melhores resultados

industriais. A figura 10 ilustra o produto cana-de-agucar.
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Nervura
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Figura 10 : Cana de agucar ) ]
Fonte Adaptado MATERIA PRIMA PARA ACUCAR E ALCOOL, 2, 2012, Sertaozi-
nho ,CEISE — A CANA- DE- ACUCAR. Sertdozinho: MTA UFSCAR,2012.p.13.

Para Fernandes (2011) a qualidade da cana-de-aglcar como matéria-prima
industrial pode ser definida como uma série de caracteristicas intrinsecas da prépria
planta que definem seu potencial para producdo de acucar e alcool. Essas
caracteristicas sao influenciadas pelas condigcdes do solo e clima e podem ser
significativamente alteradas pelo manejo de produgéao.

Do ponto de vista tecnolégico, os colmos sao constituidos de caldo mais
sélidos insolluveis em agua, conforme representa a equacao 9;

CANA = SOLIDOS INSOLUVEIS + CALDO(9)

O caldo contém a agua e os sélidos solUveis totais, que correspondem aos.
acucares e nao acucares, representada pela equacao 10;

CALDO = SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS + AGUA(10)

A partir das duas equacdes citadas anteriormente, temos a equacao 11;
CANA = SOLIDOS INSOLUVEIS + SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS + AGUA(11)

Os sodlidos insoluveis em agua sao representados pela fibra da cana. A
medida dos sélidos sollveis aparentes € denominada brix. Os sélidos soluveis séo
classificados em acucares (sacarose, glicose e frutose, principalmente) e em néo
acucares organicos e nao acucares inorganicos. A natureza dos nao acucares pode
explicar as diferengas de comportamento durante o processamento de uma matéria-
prima em relacdo a outra de composicao tecnoldgica similar. A "agua" da ultima
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equacao representa a umidade da cana, o que resulta em termos porcentuais na
"primeira equacao fundamental da tecnologia acucareira", representada aqui pela
equacao 12:

CANA = FIBRA + BRIX + UMIDADE(12)

Ainda Fernandes (2011) em quantidade, a agua € o principal componente
da cana-de-acucar, assim como para todas as plantas. No periodo da safra na
regidao centro-sul do Brasil a umidade % cana varia normalmente de 76% (cana nao
madura em area com muita umidade no solo) e decresce até 67% ou menos (apos
longa estiagem ou déficit hidrico acentuado. Durante o periodo da colheita, com a
cana madura, a umidade% cana situa-se normalmente entre 68 % a 72%%%%,
sendo a média da safra em torno de 70%. Abaixo de 67% de umidade a planta
podera estar entrando em estresse hidrico e acima de 73% pode significar que foi
colhida fora do ponto de maturacao ideal ou entdo necessaria checar a qualidade
dos resultados das analises, a figura 11 ilustra a composicao tecnoldgica média de
duas variedades de cana-de-acucar colhidas em cana-planta e cana-soca.

Umidade {5 ;
) ]
acucares

Glucose + 2,0
frutose
0,5

Figura 11: Representagcdo da composicao tecnologica da cana-de-agucar
Fonte Adaptado Fernandes(2011)

Conforme Caldas; Borém; Santos ( 2012) a formacao fisiolégica e todos
seus constituintes depende da Fotossintese da cana que constitui um aparato
fotossintético localizado nos cloroplastos, mais especificamente em membranas
especializadas chamadas de tilacoides. Este sistema de dupla membrana esta
disposto em regides de alta densidade, o grana, e de baixa densidade, a lamela; e
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alocado por uma matriz externa, o estroma, e uma interna, o limen. A fotossintese
acontece nos tilacoides, devido a presenca de pigmentos fotossintéticos, ou seja, as
clorofilas, que absorvem luz na faixa de 400-700 nm. Essa faixa do espectro, que é
utilizada pelos vegetais como fonte de energia para as suas atividades metabdlicas,
€ comumente identificada como Radiacao Fotossinteticamente Ativa (PAR, do inglés
Photosynthetically Active Radiation), cuja unidade ele medida é pmol de
fotons.m™2.S~1. O processo fotossintético pode ser representado pela equagéo 13
simplificada de reducao ,em que o CO, recebe elétrons e CH é reduzido .

12H,0 + 6CO, (luz + clorofila ) para C4 H;, 04 + 6H,0 + 60,(13)

Conforme a figura 12 demonstra a H,0 é oxidada ,liberando O, , pois a luz

promove a oxidacao da agua ,

Membrana do tilacdide

Estroma pH 8,0

Figura 12: Esquema das membrana de tilacoides e fotofosforilagéo
Fonte Adaptado Caldas ; Borém ;Santos (2012)

O processo fotossintético pode ser representado pela equacdo 14
simplificada de reducao ,em que o CO, recebe elétrons e CH é reduzido . A H,0é
oxidada ,liberando O, , pois a luz promove a oxidacao da agua :
12H,0 + 6CO, (luz + clorofila ) para C4 Hy;, Og + 6H,0 + 60, (14)

A fotossintese refere-se a uma série de reagbes , as quais envolvem

absorcdo da luz, conversdao de energia, transferéncia de elétrons e multiplos



24

processos dos quais participam enzimas para a conversao de CO, e agua em
carboidratos.

Ha duas fases nesse processo : reacdes de luz — com a producgao de O, ,
ATP e NADPH e C sintetizados a partir da energia radiante; e reacdo do escuro — o
ciclo da reducédo do C ( ciclo de Calvin) , que consome ATP e NADPH e produz
carboidratos. As duas fases ocorrem em diferentes regides, a primeira nas
membranas do tilacoide e a segunda no estroma , mediada por enzimas.

Para Fernandes (2011) maiores teores de sacarose por tonelada de cana
resultam numa maior producéo de etanol e agucar, além de uma melhor valorizagéo
no momento do pagamento ao fornecedor ao contrario processar uma cana de
baixa qualidade, reduz a velocidade de trabalho da industria, aumento no consumo
de insumos, maior desgaste dos equipamentos, obtendo produtos de menor
qualidade, refletindo na queda do rendimento industrial, e maiores custos com
manutencao industrial .

Segundo Alquati (1990) apud Naves et al. (2010) a planta de cana-de-
acucar, como todo organismo vivo, encerra uma microbiota caracteristica distribuida
tanto no sistema vascular como em sua camada periférica .

Conforme Mutton (2011) a presenga macica de micro-organismos tem
origem no campo, estes adentram nos colmos através da ocorréncia de infestacao
de pragas, danos provocados nos colmos pelas operacbes de
corte/carregamento/transporte, facilitando assim a infeccdo. O corte da cana
contribui significativamente neste contexto, sendo que o corte manual deixa menor
area exposta para penetracdo de micro-organismos , conforme é ilustrado na figura

13 abaixo.
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Figura 13: Corte Manual
Fonte Adaptado Andrietta (2012)

enquanto que o corte mecanizado aumenta esta area . As canas saudaveis podem
conter de 101 a 108 bactérias/g e 101 a 103 bolores e leveduras/g.

A figura 14 ilustra o corte mecanizado.

Figura 14: Corte mecanizado
Fonte Adaptado Andrietta (2012)
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Ainda conforme Mutton (2011) esta microbiota é levada juntamente com o
caldo bruto no momento de sua obtengdo através da moagem das plantas. O
namero total de bactérias presentes no caldo bruto de cana-de-aclcar pode ser
aumentado sensivelmente tanto por periodos prolongados entre o corte e a moagem
da planta como por insipiente assepsia na moenda, filtros, bombas e tubula¢des que
entram em contato direto com o referido material, necessitando muitas vezes do
emprego de antissépticos para o controle da carga bacteriana.

Além do mais, normalmente, encontra-se nas unidades industriais o “patio
de cana”, que funciona como um estoque para atender as flutuacoes de entrega da
matéria prima, no qual esta reserva deve ser obrigatoriamente renovada em até 24
horas, pois além desse tempo ha uma deterioragdo acentuada da cana e
consequentemente, um aumento do nivel de contaminantes, a figura 15 ilustra o
patio com cana estocada .

Figura 15: Patio de cana
Fonte Adaptado Andrietta (2012)
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Segundo Angelis (2010) apud Naves et al. (2010) por outro lado, durante a
lavagem da cana pode-se haver a remocgdo parcial dos contaminantes, se a
qualidade da agua e os cuidados operacionais forem adequados, mas também pode
ocorrer um aumento drastico desses contaminantes, quando os cuidados ndo sao
assumidos corretamente.

Para Stroppa (1998) apud Naves et al. (2010) o pH da agua de lavagem
determina o nivel de sua contaminagao, sendo que um pH em torno de 10 a 11 em
circuitos fechados, possui contagem de bactérias mais baixas. Assim com o controle
adequado de matéria-prima, da agua de lavagem e do processo de extracdo, pode-
se obter um caldo misto com pH ao redor de 5,5 e com numeros de contaminantes

inferiores a 107 ufc/mL , a figura 16 ilustra o sistema fechado de lavagem de cana .

;l--t b.r. % .-.

Figura 16: Lavagem de cana
Fonte Adaptado Andrietta (2012)

Para Mutton (2011) a deterioracdo microbioldgica, € consequéncia da
atividade metabdlica de microrganismos, que resulta na formacdo de compostos
nocivos a planta e substancias prejudiciais aos processos industriais como: acidos
organicos, gomas e polissacarideos. E a deterioragdo tecnolégica causada
principalmente pelas impurezas minerais (pedra e terra) e vegetais (palmito, palha,
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folha, colmos secos), abaixo se apresenta as figuras 17,18 e 19 com exemplos da

cana-de-agucar com baixa qualidade e causas na fermentacao etanoica.

NIVEIS DE DANOS CIGARINHA x GRAU ALCOOLICO
DO VINHO(% V/V)

GONCALVES et al. 2003
Figura 17: Danos da Cigarrinha X Grau Alcodlico
Fonte Adaptado Mutton (2011)

MUTTON, et al. 2004, 2005, 2006, 2009
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ninfas de cigarrinha-dasraizes'm
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Interacado entre niveis de infestag@o e controle da praga para viabilidade celular
de leveduras (%) ao final do processo fermentativo. Letras maiusculas comparam
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Figura 18: Danos da Cigarrinha X Viabilidade Celular
Fonte Adaptado Mutton (2011)
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Figura 19: Compostos Fendlicos X Viabilidade do Fermento
Fonte Adaptado Mutton (2011)

4.2.2 Melaco

Para Caldas; Borém; Santos ( 2012) o melaco, subproduto da fabricacao de
acucar, € um liquido denso viscoso, de cor parda escura, rico em acgucares,
contendo pequeno percentual de agua. Recebe denominacdes regionais, como mel
esgotado, mel pobre, mel final, mel residual ou simplesmente melaco. Sua
densidade varia de 1,4 a 1,5 @g/ml e é produzido a razao de 40 kg/t de cana. O
rendimento em etanol é de 280 a 320 litros/tonelada.

Sua composicao depende da variedade, da idade, do estado de sanidade da
maturacéo, do sistema de cultivo, da adubacédo e dos tratos culturais da cana-de-
acucar, bem como das condigdes climaticas, dos processos de fabricacdo do
acucar, se a cana foi colhida queimada ou crua, das condicbes e do tempo de
armazenamento da cana etc. O melaco ndo pode ser processado diretamente,
devendo ser diluido com agua de boa qualidade e/ou caldo de cana-de-agucar na
preparacdo do mosto. Apesar de sua riqueza em acgucares, é deficiente em outras
fontes nutricionais, sendo necessaria a suplementacao, principalmente de sais de
fésforo e nitrogénio, a tabela 3 apresenta a composicdo do melago a partir do
processo de fabricacdo dos acucares cristal e demerara .



Tabela 3: Composicdo do Melaco

. Melaco proveniente de:
Determinacao
Acucar Cristal Acucar Demerara

C(%) 23,66(a) = 1,21(b) 22,26 + 0,79
CaO(%) 1,36 £ 0,12 1,35+ 0,10
MgO(%) 1,03+0,10 0,99 + 0,07
N(%) 0,49 £ 0,02 0,49 £ 0,03
K20(%) 3,561 +0,21 3,80 £0,13
Cu(ppm) 16,85+ 7,7 5,60 + 1,60
Zn(ppm) 19,45 + 4,01 11,96 £ 0,78
Fe(ppm) 225,16 £ 55,74 274,44 + 24 84
Mn(ppm) 19,61 + 3,53 38,22 + 4,93
Brix(%) 78,61 £ 0,81 81,33 +0,88
Pol(%) 36,58 + 1,13 33,58 + 0,69
AR(%) 16,20+0,49 19,20£0,90
ART(%) 54,73+1,14 54,65+0,69
Pureza(%) 46,54 + 1,29 41,41 + 1,01

(a)média ; (b)desvio padrao da média
Fonte Vasconcelos (1983) adaptado Caldas et al (2012)
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Segundo Fernandes (2011) o melagco é o material final em uma usina de

acucar ou refinaria, apés o cozimento em sistema de trés massas ,cristalizacédo e
centrifugacao do acucar. O acgucar que permanece no mel final pode ser recuperado
economicamente.

As usinas que produzem acucar e alcool na mesma fabrica chamam o
melago, o que pode ser somente mel "B", uma vez que trabalham normalmente com
sistema de duas massas. O melaco é enviado a fermentacdo para producao de
etanol ,neste aspecto a esgotamento das massas nao é de fundamental importancia

A composicdo tradicional do melago em sistema de trés massas é
percentualmente dividida em brix de 82% a 88%, teor de sacarose de 28% a 34%,
pureza real de 32% a 38% ,acucares redutores de 12% a 16%, cinzas de 10% a
14%, agua de 12% a 18% acucares diversos, gomas e 16% de acidos. As cinzas
incluem o célcio ,potassio, silicio, ferro, fosforo e outros elementos na forma de sais

inorganicos .
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As cinzas no processo de fabricacdo do acucar, onde se pretende
esgotamento do melaco , as cinzas sempre foram consideradas contraditérias , por
terem efeito melassigénico ,isto é, aumentam a quantidade de melaco, assim como
conduzem a formacao de falsos nucleos de cristais, sob o ponto de vista da
fabricacdo de alcool ,as cinzas presentes no caldo de cana podem ter efeitos
benéficos ,até certos limites, uma vez que alguns de seus componentes
representam nutrientes para o processo fermentativo.

Para Reis ; Ribeiro (2009) o sulfito € um dos componentes do melaco que
pode afetar o desenvolvimento da fermentagcdo alcodlica. Desde 1990, o uso de
melagco na formulacdo dos mostos para fermentacdo alcodlica tem crescido e
consequentemente a concentracao de sulfito no mesmo.

Conforme Dorta (2006) apud Reis ; Ribeiro (2009) o sulfito € normalmente
utiizado no processo de clarificagdo do acucar e estd presente em altas
concentragcdes no melaco da cana-de-agucar, contribuindo para a diminuicdo do
rendimento alcodlico e viabilidade das células das leveduras. As respostas aos
diferentes tipos de estresse € uma caracteristica fundamental na adaptacdo dos
organismos vivos as condi¢cées adversas do ambiente.

Para Estruch (2000) apud Reis ; Ribeiro (2009) as células de Saccha-
romyces cerevisiae, quando submetidas a condi¢cdes de estresse, desenvolvem uma
rapida resposta molecular para reparar danos e proteger as estruturas. Essa
resposta é caracterizada pela sintese de proteinas especificas, aumento do nivel
celular de trealose, alteragdo da composicdo lipidica da membrana plasmatica,
dentre outros fatores .

Segundo Thevelin (1984) apud Guilman et al. (2000), a trealose é
importante para a manutengdo da viabilidade celular da levedura, contudo, é
utilizada como carboidrato de reserva durante periodos em que a sobrevivéncia da
célula depende do nivel de trealose e de glicogénio.

Para Aranda et al. (2003) apud Guilman et al. (2000) no estudo do acumulo
de trealose em células de Saccharomyces cerevisie, afirmaram que a capacidade da
levedura estocar trealose esta relacionada com um melhor estado fisiol6gico que
esta se encontra, ja que exerce protecdo contra os fatores de estresse do meio
fermentativo.

Segundo Amorim (2005) ,na fermentagcado industrial, a levedura se acha

continuamente exposta a situacoes estressantes e que de acordo com a
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intensidade, tais situac6es podem acarretar a exaustao de seu conteudo de trealose,
0 que, gera segundo ele, queda da viabilidade da célula.

Para Hodge ; Hildebrandt (1954) apud Gutierrez (1988) ,a utilizacdo do
melaco em maior proporcdo para a producdo de alcool etilico pode afetar a
fermentacao alcodlica devido a alguns componentes presentes nesta matéria prima,
o &cido férmico pode ser encontrado no melagco em consequéncia da degradacéo
térmica de aglcares durante o processamento do caldo de cana.

Segundo Dierssen et al. (1956) apud Gutierrez (1988) o acido férmico pode
ser encontrado em concentragdes de até 4000 ppm e o 4cido propionico em até
3000 ppm no melado. Os mesmos autores salientaram que dos acidos organicos, o
mais prejudicial foi o acido butirico em concentracées acima de 1500 ppm,
entretanto nao fizeram referéncias aos efeitos dos acidos férmicos e propionico
sobre a fermentacgéo alcodlica .

Conforme Samson et al. (1955) apud Gutierrez (1988) trabalhando com
extratos livres de células de leveduras, verificaram que o acido propionico inibiu a
producédo de gas carbbnico anaerobicamente a partir de glicose , concluindo que a
inibicdo da fermentacdo em células intactas ndo foi consequéncia da acdo deste
acido sobre as membranas, verificou também que concentracées de 800 mg/l de
acido formico afetou a producdo de etanol de um strain de levedura (LK 01)
enquanto o strain 03/26 foi mais sensivel. O diferente comportamento das leveduras
em relacdo a acidos organicos durante a fermentacao levou a verificar que o acido
propionico inibiu a formagédo fermentativa do etanol pelas leveduras enquanto que
dose de 1500 miligramas de propionato por litro inibiu o crescimento de leveduras
levando ao acumulo de cetoacidos.

Para Amorim (2005) muito ainda tem que ser feito para a verificacdo dos
efeitos de fatores estressantes as leveduras durante a produgédo etanoica visando

maior otimiza¢ao do processo.

4.3 Aeracao e Agitacao

Para Chaves (2006) apud Souza ; Monteiro (2012), a aeracédo é uma pratica
que consiste em introduzir ar no mosto no inicio da fermentacao, a fim de favorecer
o desenvolvimento de leveduras e, consequentemente, favorecer a transformacéao

completa dos acucares fermentaveis.
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O oxigénio € necessario ao desenvolvimento das leveduras em seu
processo de multiplicagdo, principalmente na fase inicial da fermentacdo sendo que
as condicoes de anaerobiose induzem a formacgao de etanol e de gas carbbdnico. Em
condi¢des de aeracado ocorre grande reproducao das leveduras, consequentemente
0 aumento do fermento.

Conforme Caldas; Borém; Santos ( 2012) a aeracdo mecanica é uma das
operacbes mais importantes na conducdo da fermentacdo etanoica industrial,
trazendo uma série de beneficios, como: menor gradiente de temperatura;
impedimento da formacgédo de "fundos de dornas de fermentacao”; menor tempo de
fermentacado (menor tempo de residéncia); maior produtividade em etanol; maiores
eficiéncias fermentativa e de processo; maior uniformidade do produto; melhor
desempenho das centrifugas; amostragem representativa; e maior viabilidade
celular.

A aeracao é um fator importante para que se obtenha uma maior formacéao
de massa celular viavel durante o processo fermentativo. A inje¢cao do ar serve para
agitar e aerar, eliminando o gasto de energia para agitacdo, e promovendo um
aumento na capacidade de transferéncia de massa e calor.

Para Cardoso (2007) apud Souza ; Monteiro (2012), a aeracdo do mosto
melhora a multiplicacdo do fermento. Isso pode ser feito pela formacdo de uma
espécie de chuveiro para a entrada do mosto na dorna , a levedura possui dois tipos
de metabolismo celular: oxidativo e fermentativo. O metabolismo oxidativo ocorre na
presenca de oxigénio, em que a levedura pode apresentar o efeito “pasteur”
oxidando os carboidratos por respiracao e estimulando a multiplicacdo intensa ,
entretanto na auséncia de oxigénio o metabolismo passa a ser fermentativo, ocorre
assim a producao de etanol e gas carbdnico. O gas carbbnico formado na aeracao
de transformacdo de sacarose em etanol contribui para a manutencdo da
anaerobiose na dorna de fermentacao.

Segundo Ribeiro (2010) apud Monteiro ; Carvalho (2011) a aeracao é
necessaria na fase de propagacao, facilitando o aumento do nimero de células.

Ja para Cardoso et. al (2007) apud Souza ; Monteiro (2012), deve-se evitar
durante a fermentacdo a aeracdo do mosto, ja que o aumento de oxigénio faz com
que o lévedo transforme o aclcar em acido acético em vez de etanol.

Conforme Borzani et al. (2001) apud Naves et al. (2010) os micro-

organismos se comportam de diferentes maneiras na presenca de oxigénio livre, ou
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seja, alguns micro-organismos exigem a presenca de oxigénio para sua
sobrevivéncia nao tolerando nem sequer pressdes normais de O2 atmosférico
(aerdbios), outros nao toleram a presenca de oxigénio (anaerdbios) e ha aqueles
que podem se desenvolver tanto na presenga como na auséncia do oxigénio livre
(facultativos) .

Conforme Lima et al. (1986) apud Naves et al. (2010) a Saccharomyces
cerevisiae tem caracteristicas facultativas respeito a utilizacdo do oxigénio, podendo
seguir rotas metabdlicas tanto na auséncia como na presencga de oxigénio. Porém
quando ha altas concentracées de acucares ocorre a inibicdo da atividade de
enzimas respiratorias e a formacao de mitocondrias, levando a producédo de alcool
na presenca de oxigénio, processo denominado Efeito Crabtree .

Para Steckelberg (2001) apud Naves et al. (2010) a fermentacao alcodlica é
inibida na presenca de grandes concentracbes de oxigénio, fenbmeno este
denominado “Efeito Pasteur”. Este efeito esta intimamente associado ao estado
fisioldgico da célula, sendo que se manifesta principalmente nas leveduras que nao
estdo na fase de crescimento (fase estacionaria) nas quais ocorre nitida diminuicao
do consumo especifico de glicose. Nas células em crescimento (fase exponencial),
por outro lado, ndo se observa diferenca significativa quanto a velocidade de
consumo de glicose entre uma célula aerdbia e outra anaerdbia .

Para Souza (2009) apud Naves et al. (2010) embora pareca contraditério,
sabe-se hoje que a completa falta de oxigénio ndo é benéfica ao processo de
producédo de alcool. Niveis mais altos de rendimentos alcodlicos e menos glicerol
formado foram obtidos em culturas nas quais havia certa quantidade de oxigénio
disponivel.

Conforme Caldas; Borém; Santos ( 2012) a aeracdo , se adequada, é a
melhor forma de homogeneizacdo do meio em fermentagéo, tanto no processo em
batelada como no continuo, conduzidos com células livres. Isso promove
uniformizacdo do meio em fermentagdo, mantendo as leveduras em suspensao
proporcionando contato eficiente do microrganismo agente da fermentagao etanoica
com o substrato.

Um dos fatos mais importantes do uso da agitagdo mecanica na
fermentacao etanoica (como em qualquer processo fermentativo) é que, se esta
operacao for bem conduzida, o meio se torna homogéneo, a amostragem é

representativa e podera ser feita em qualquer local da dorna.
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4.4 Nutricoes das leveduras

Segundo Lima et al. (2001) a nutricdo balanceada das leveduras é um fator
que interfere no rendimento. Estes seres necessitam de fonte de carbono
acucares), vitaminas, nitrogénio, fésforo, magnésio, célcio, ferro e outros elementos.

Muitos dos nutrientes podem estar presentes no mosto, sendo
desnecessaria sua adicao.

E necessario usar produtos especificos para cada fase do processo. No
comeco da fermentacdo, devem ser utilizados nutrientes que ajudem no
desenvolvimento da levedura.

Os nutrientes compostos, produzidos pelas industrias quimicas , possuem
férmula balanceada que segue as recomendacgdes dos fornecedores de leveduras
selecionadas. O emprego desses produtos reduz o custo de mao de obra na
destilaria.

De acordo com Caldas; Borém; Santos ( 2012) a concentragao de nutrientes
no mosto é um dos fatores mais importantes para a boa conducéo da fermentagéao
etanoica. Se presentes em quantidades Inadequadas, maiores ou menores que as
necessarias, 0s nutrientes podem proporcionar reflexos negativos sobre o
desempenho da fermentagdo etanoica, afetando a multiplicacdo celular e a
velocidade da fermentacdo. As leveduras necessitam de meio contendo fonte de
carbono, como glicose e frutose; além disso, 0 meio deve ser fonte de vitaminas,
nitrogénio, fésforo, enxofre, potassio, magnésio, célcio, zinco, ferro, cobre, cobalto,
iodo e outros em menor quantidade.

Células de Saccharomyces cerevisiae utilizam o fésforo na forma H2PO4,
predominante em pH 4,5. O enxofre pode ser assimilado de sulfato, sulfito ou
tiossulfato. O enxofre é adicionado no tratamento do inoculo (adicdo de &cido
sulfarico) e na sulfitacdo do caldo (adicdo de enxofre), na fabricacdo de acucar
branco.

O nitrogénio € absorvido pela levedura nas formas amoniacal, amidica
(ureia) ou aminica. Fontes adequadas de nitrogénio sdo importantes para a sintese
de aminoacidos e proteinas, o crescimento e a fisiologia das leveduras .

Ressalte-se que, como o mosto contém em parte ou em ,sua totalidade

varios destes nutrientes em quantidades adequadas, é sempre conveniente
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determinar a composicao média dos mostos para que a complementacdo seja a
mais adequada.

4.5 Concentracoes de acucares e Concentracao de fermento

Para Steckelberg (2001) apud Naves et al. (2010) a espécie Saccharomyces
cerevisiae é capaz de fermentar os aclUcares que compdem a cana-de-agucar, que
sdo basicamente a glicose, a frutose, e a sacarose .

Para Souza ( 2009) apud Naves et al. (2010) essas linhagens de levedura
normalmente utilizadas nos processos industriais apresentam uma osmotolerancia
limitada .

O aumento da concentracdo de agucares, consequentemente eleva a
velocidade de fermentacado, resultando em perdas da atividade de transporte de
acucar, produzindo menos alcool. O estresse induzido pelo aumento da
osmolaridade externa leva a reducdo em crescimento e perda da viabilidade das
células das leveduras, devido as perturbacdes no gradiente osmoético através da
membrana plasmatica. Isto leva, por sua vez, a perdas em volume das células que
se contraem por causa de diferencas em pressdao osmética entre o exterior e o
interior das células .

Para Caldas; Borém; Santos ( 2012) sabe-se que os acucares redutores
totais (ART) e o etanol, em determinadas concentracdes, exercem efeito de inibicao
sobre o rnetabolismo das leveduras e que o efeito deles é sinérgico, o controle da
adicdo de acucares é de fundamental importancia, ndo s6 para controlar ou mesmo
minimizar efeitos inibitérios, mas, também, para aumentar a eficiéncia fermentativa e
a produtividade.

A adocado de um perfil de alimentagdo adequado reduz o tempo de
fermentacdo e aumenta a eficiéncia fermentativa, ndo exigindo, necessariamente
investimentos e modificacées na engenharia do processo. Também, dependendo do
perfil de enchimento adotado, diminui-se 0 consumo de antiespumante. Nesta etapa,
0 mosto é adicionado a dorna de forma programada, em conjunto com a velocidade
de adi¢do de agucares (mosto) com o seu consumo pelo microrganismo agente da
fermentacao.

A concentracado de acucares pode afetar tanto o crescimento das leveduras
quanto a producdo de etanol. Se o objetivo for a produgdo de biomassa é
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conveniente que o processo seja conduzido com baixas concentracdes de agucares
e aeracgao, para se evitar que, mesmo em presenca de oxigénio , a respiracao seja
reprimida em concentragcdes elevadas de acucares .

No caso da fermentacdo etanoica, cujo objetivo é a produgcédo de etanol o
efeito repressivo da frutose e da glicose sobre a cadeia respiratéria € benéfico.

Concentragdes elevadas de acucares podem ocasionar elevadas
concentracdes de etanol no meio fermentado (vinho) ou fermentacdes incompletas,
com formacao de subprodutos indesejaveis, podendo reduzir consideravelmente a
eficiéncia da fermentacdo. Concentracbes adequadas de agucares aumentam a
velocidade de fermentagdo e a produtividade (maior producdo de etanol com a
mesma capacidade volumétrica instalada e na unidade de tempo), melhorando o
desempenho do processo fermentativo ,pois possibilita menor crescimento celular e
menor formacdo de glicerol, para a mesma quantidade de glicose/frutose
metabolizada.

Excesso de acucares promove estresse osmoético na levedura, podendo
ocasionar inibicado do metabolismo . Mesmo que n&o houvesse este efeito, haveria
producdo de maior quantidade de etanol, que exerceria inibigdo do metabolismo da
levedura.

Conforme Lima et al.(2001) apud Naves et al. (2010) elevadas
concentracdes de inoculo na dorna permitem fermentacées mais rapidas, seguidas
pelo aumento da temperatura, assim com maior produtividade e maior controle sobre
as bactérias contaminantes, além de restringir o crescimento da propria levedura.
Por outro lado, o elevado teor de levedura exige energia de manutencao maior, isto
€, maior consumo de acucar para manter as células vivas.

Como consequéncia, resulta em maior competicao pelos nutrientes do meio,
minerais e vitaminas, diminuindo a viabilidade do fermento. Portanto, é importante
existir um teor 6timo de levedura na dorna, dependendo das condicbes especiais do

processo industrial.

4.6 Temperatura
De acordo com Batista (2001 ) apud Naves et al. (2010) a temperatura é

uma das condicdes ambientais que mais afetam a atividade de micro-organismos,
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influenciando no crescimento, metabolismo, capacidade fermentativa e viabilidade
celular em leveduras .

Para Nogueira et. al, (2005) apud Souza ; Monteiro (2012), o mosto é
colocado na dorna com uma temperatura que corresponde a ambiente. No inicio da
safra, que coincide com o inverno, sua temperatura é baixa, chegando acerca de
14°C a 15°C requerendo o aquecimento para atingir a temperatura de 28°C a 30°C,
favoravel a atividade da levedura alcodlica. No decorrer da safra, com 0 aumento
da temperatura ambiente, esta medida se faz desnecessaria.

Como a fermentacédo alcodlica € um processo exotérmico, a temperatura do
mosto pode ultrapassar os limites admitidos para uma fermentacao normal.

Para Moraes (2001) apud Souza ; Monteiro (2012) a temperatura do mosto é
um dos fatores que afetam a atividade microbiana e, consequentemente, a eficiéncia
e produtividade do processo de fermentacdo. A faixa ideal de temperatura para
fermentacdo alcodlica, estd entre 26° e 32°C. Para manter essa faixa de
temperatura, a industria deve aquecer o mosto em épocas frias e possuir um
sistema de resfriamento quando a temperatura estiver elevada.

Segundo Cabral et.al. (2006) apud Souza ; Monteiro (2012), para se obter
uma boa fermentacéo a temperatura do mosto deve ser a 30°C conforme demonstra
a figura 20 na pagina seguinte.
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Figura 20:Temperatura ideal para fermentacao
Fonte Adaptado Souza ; Carvalho (2012)

Conforme Reis ; Ribeiro (2009) as temperaturas étimas para a producao
industrial de etanol situam-se na faixa de 26 a 35°C, mas, ndo raramente, a
temperatura nas destilarias alcanca 38°C. A medida que a temperatura aumenta, a
contaminacao bacteriana é favorecida e a levedura fica mais sensivel a toxidez do
etanol .

Segundo Torija et al.(2003), apud Reis ; Ribeiro (2009) quando a
temperatura do biorreator € maior que 35°C decresce a viabilidade celular. As
linhagens industriais de S. cerevisiae sdo normalmente resistentes a alta
temperatura, mas este fator interfere na viabilidade celular quando em sinergia com
a presenca de etanol ou meio com baixo pH .

Conforme Caldas; Borém; Santos ( 2012) as leveduras sdo microrganismos
mesofilos e as temperaturas mais adequadas na pratica industrial variam de 30 a
35°C, podendo chegar a 38-40°C, quando nao ha controle eficiente da temperatura
do meio em fermentagdo . Como o processo €& exotérmico, a temperatura é
controlada utilizando-se, normalmente trocadora de calor de placas, instalados fora
dos fermentadores. Temperaturas elevadas favorecem o crescimento de bactérias e
a evaporacdao do etanol (no caso dos fermentadores que operam abertos). A
temperatura exerce influéncia sobre o tempo de fermentacao (e a produtividade em
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etanol) e o aparecimento de infeccbes indesejadas. A temperatura étima para as
leveduras € de 26 a 35°C .

Conforme Baruffaldi ; Oliveira (1998) apud Lima et al. (2009) a aplicagao do
tratamento térmico tem como objetivo a inativacdo enzimatica, diminuicdo da carga
microbiana e destruicdo de bactérias patogénicas, visando a conservacdao dos
nutrientes do meio. A intensidade do tratamento térmico depende principalmente do
valor do pH, da composicdo e das caracteristicas fisicas dos alimentos e é o
resultado da combinacao de parametros tempo-temperatura.

Segundo Amorim et al. (1989) apud Reis ; Ribeiro (2009) uma das principais
preocupacdées na industria sucroalcooleira € combater o0s microrganismos
contaminantes do processo de producgao de alcool, representados pelas bactérias e
leveduras selvagens que se instalam no processo. Estes contaminantes sao
causadores de problemas tais como: o consumo de agucar, a queda de viabilidade
de células de levedura devido as toxinas excretadas no meio, a floculacdo do
fermento, o que acarreta perda de células de levedura pelo fundo de dorna ou na
centrifuga e a queda no rendimento industrial.

Segundo Valsechi (2005) apud Lima et al. (2009), em pesquisa visando
aplicar uma metodologia que propiciasse o controle das contaminag¢des microbianas,
especialmente as bactérias produtoras de &cido latico (BAL), submeteu as linhagens
CCT4143; CCT4144; CCT4145; CCT4146 e FT038B de Lactobacilos fermento ao
aquecimento provocado por radiacoes eletromagnéticas (micro-ondas) e
aquecimento convencional. Nessa condicao foi verificada a eliminacao total de L.
fermento quando irradiadas com micro-ondas (2450 MHz), em 9 s quando a
temperatura atinge 58,3 °C, ao passo que quando submetidas ao aquecimento
convencional nesta mesma temperatura a diminuicao foi de 80% apds 10 min.

Conforme Lima et al.(2009) “A temperatura é indiscutivelmente um dos
parametros mais importantes que afetam a fermentacdo,ela influencia no
metabolismo da levedura e na producdo de compostos volateis. O tratamento
térmico mostra-se eficiente e conveniente, pois além de destruir microrganismos o
calor ainda inativa enzimas que podem causar a deterioragdo do alimento durante a
estocagem. A literatura cita varios tratamentos térmicos utilizados e recomendados
para a fermentacao alcodlica de forma positiva, ou seja, utilizados para o controle
dos fatores negativos da fermentacéo para obtencao do etanol.”
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4.7 pH e acidez

Conforme Reis; Ribeiro (2009), sabe-se que as fermentagdes se
desenvolvem numa ampla faixa de valores de pH, sendo adequada a faixa entre 4 e
5. Nos mostos industriais, os valores de pH geralmente se encontram na faixa de 4,5
ass.

Para Ribeiro (2010) apud Souza ; Monteiro (2012) na maioria dos processos
fermentativos o pH do meio afeta tanto o crescimento, como a formacgéao do produto.

A maioria dos microrganismos apresenta uma faixa estreita de pH, na qual
crescimento e formacéo de produto ocorrem a altas velocidades e desta forma ele é
controlado na maioria das fermentagdes. Embora haja excecdes, bactérias
usualmente crescem de no intervalo de pH de 4 a 8, leveduras de 3 a 6, mofos de 3
a 7 e células superiores na faixa de 6,5 a 7,5.

Como uma consequéncia, o pH pode ser usado para selecionar
preferencialmente as leveduras sobre as bactérias e diminuir a susceptibilidade a
contaminacao bacteriana. Por exemplo, uma fermentacdo a pH 3 é bem menos
sujeita a contaminacao.

Segundo Cardoso (2005) apud Souza ; Monteiro (2012) como o pH do caldo
de cana é normalmente em torno de 5,5, a acidificacdo realizada antes da
inoculacao favorece a fermentacado alcodlica e também previne crescimento das
bactérias contaminastes. Durante as fermentacbes o pH pode variar por diversas
razées, como variagdes devido ao consumo de fontes de nitrogénio e também
formacao de acidos, tais como acético, lactico, piravico, succinico .

Para Jones et al. (1981) apud Amaral (2009) o processo fermentativo, ocorre
na faixa mais elevada de pH nas industrias, acaba beneficiando a Integridade
Fisiolégica da levedura em fermentagdes com altas concentracées de SO,, sacarose
e etanol .

Para Lima et al. (2001) apud Naves et al. (2010) a tolerancia a acidez é
outra caracteristica importante para as leveduras industriais , porém, sabe-se
valores muito baixos de pH, além de ocasionarem perda de nutrientes como
nitrogénio e potassio, aumentam a sensibilidade ao etanol, aos acidos organicos e
ao SO..

Para Caldas; Borém; Santos (2012) as leveduras sao microrganismos
acidéfilos e trabalham bem em ampla faixa de pH. Os melhores resultados sao
obtidos, porém, para valores entre 4,0 a 4,5. O pH tem influéncia marcante nas
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fermentacgdes industriais, devido a sua importancia no controle de contaminacao
bacteriana, ao seu efeito sobre o crescimento de leveduras, as taxas de fermentacao
e a formacao de subprodutos , e a fermentacao da sacarose é mais afetada pelo pH
que a da glicose, visto que a atividade invertasica das leveduras é mais afetada
pelos valores baixos de pH que a habilidade fermentativa.

Conforme Caldas; Borém; Santos (2012) nos processos onde as leveduras
sao reutilizadas, o inoculo é tratado nos pré-fermentadores (cubas de tratamento),
com acido sulfarico até pH entre 2,2 e 3,0 permanecendo em repouso por uma a
trés horas, antes de serem utilizados em novo ciclo de fermentacdo. Este
procedimento proporciona reducdo da carga bacteriana. A combinacdo de valores
de pH do inoculo de cerca de 2,5 e 20 a 30% do volume de trabalho dos
fermentadores com mosto com pH de cerca de 55 e 80 a 70% do volume de
trabalho dos fermentadores e a influéncia de outros produtos produzidos durante a
fermentacao resulta em meio fermentado com pH préximo de 4,0.

Adiciona-se o acido sulfarico em quantidade suficiente para favorecer a acao
das leveduras e impedir o desenvolvimento de bactérias. Por outro lado, a adicao do
acido sulfarico favorece a inversdao da sacarose, que nao é, metabolizada
diretamente. A levedura possui a invertase, porém o emprego do acido, ativando

esta inversao, torna as fermentaces mais faceis e mais ativas.

4.8 Contaminacoes bacterianas

Para Angelis (2010 ) apud Naves et al. (2010) durante o processo industrial
de producao de alcool podem estar presentes micro-organismos oriundos da cana-
de-acucar no campo que sobrevivem aos tratamentos do caldo e condicbes como
pH, temperatura e produtos inibitérios no meio fermentativo e se estabelecem nas
dornas de fermentacéo.

Para Andrietta et al. (2006) apud Naves et al. (2010) as leveduras da
fermentacao alcodlica competem pelo substrato com bactérias que normalmente
habitam as dornas. Um processo de fermentacao considerado relativamente sadio
apresenta niveis de bactéria proximos a 105 células/mL .

A fermentacao industrial, pela dimensédo do processo ndo é conduzida em
condicbes ideais de assepsia, a contaminagdo bacteriana, principalmente de
Lactobacilos e Bacilos, estd sempre presente e dependendo de sua intensidade,
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compromete o rendimento do processo fermentativo. As altas temperaturas de
fermentacdo favorecem a contaminacdo bacteriana, o aumento do tempo de
fermentacdo e o estresse da levedura. A contaminacdo bacteriana associa-se ao
aumento da formacdo de acido lactico e, embora ndo haja uma confirmacao
definitiva sobre a causa da floculagdo da levedura, considera-se, na industria, que
esta contaminacao € a principal responsavel pelos problemas encontrados na
fermentacao alcodlica .

Para Steckelberg (2001) apud Naves et al. (2010) como as bactérias séo
distintas das leveduras, existem alguns antimicrobianos seletivos que sdo usados
para o controle bacteriano, os quais podem minimizar os prejuizos causados por
estes contaminantes sobre a fermentagao.

Para Amorim et al. (1996) apud Paschoalini ; Alcarde (2009) uma das
principais perdas no processo de fermentacdo esta relacionada a contaminagdo
bacteriana, afetando diretamente a producao de alcool .

Conforme Altherthum et al. (1984) apud Paschoalini ; Alcarde (2009) a
floculacdo de leveduras € uma das consequéncias dessa contaminacdo, na qual as
células de levedura aglomeram-se formando flocos que dificultam o contato com o
substrato, reduzindo o rendimento e aumentando o tempo de fermentagédo. Além
disso, ocorrem dificuldades operacionais relacionadas principalmente ao entupimento
de canalizacdes e problemas na separacao do fermento nas centrifugas .

Conforme Martins (1997) apud Paschoalini ; Alcarde (2009) a eficiéncia do
processo fermentativo € dada em fungéao direta da manutencao das células ativas
dispersas no mosto em contato com o substrato. A remocéo precoce das células
devido a floculagdo provoca reducdo do rendimento e aumenta o tempo de
fermentacdo, com perdas econémicas significativas. Mas, se a floculagao ocorrer
num ponto desejavel na fermentagéo, atuara eficientemente na remogéo das células
do mosto, contribuindo na diminuicdo do custo do processo e aumentando sua

produtividade, a figura 21 representa leveduras envolvidas por bactérias floculentas .
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Figura 21: Leveduras envolvidas de Bactérias flculents
Fonte Adaptado BIOTECNOLOGIA NA INDUSTRIA SUCROALCOOLEIRA, 16, 2012,
Sertaozinho ,CEISE — Floculacao_lIl. Sertdozinho: MTA UFSCAR,2012.p.14.

Segundo Ribeiro (2010) apud Carvalho ; Monteiro (2011) para se reduzir o
nivel de contaminagéo bacteriana do mosto é necessario manter uma boa assepsia
dos trocadores de calor, eliminando os pontos mortos nas tubulagdes, realizando
adequadamente os processos de filtracdo, decantacdo, clarificacdo, evaporagéao e
um tratamento térmico do caldo.

Para Gallo (1990) apud Carvalho ; Monteiro (2011) durante o processamento
da cana na industria,devem-se ter certos cuidados para evitar a multiplicacdo
excessiva de bactérias. Para isso, deve-se empregar 0 uso de produtos quimicos e
bactericidas que preservem a composi¢cao natural do caldo. O uso do tratamento
térmico também auxilia nesse processo e também a limpeza adequada em
tubulacdes, trocadores de calor, ternos da moenda, peneiras e tanques , nas dornas
de fermentacdo, ha uma predominancia de 98,52% de bactérias do grupo Gram +
sendo na sua maioria do género Lactobacilos (59,75) e Bacilos (26,58). Os
metabolitos excretados por essas bactérias causam sérios danos as leveduras como
a sua intoxicacao e até a inibicao de sua atividade principal, a producao de etanol.

Conforme Cebalhos ; Schiavone (2009) apud Carvalho ; Monteiro (2011)
mesmo a utilizacdo de antibacterianos e o proprio tratamento térmico ndo minimizam
a agao negativa desses compostos, que agem diretamente nas leveduras, causando
prejuizos ao processo de fermentagao.
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Conforme Caldas; Borém; Santos ( 2012) no Brasil, sdo utilizados mostos de
caldo, misto (caldo mais melaco) e melagco. Em nenhum dos casos, 0 mosto
resultante é estéril. A adicdo de antibidticos é pratica generalizada para criar
ambiente favoravel ao desenvolvimento das leveduras e desfavoravel aos
microrganismos indesejaveis
ao processo fermentativo. Cada produto age de forma diferente, atuando sobre
determinado grupo de microrganismos. A avaliacdo, tanto da carga microbiana
quanto da eficacia dos antibiéticos comerciais, é que determinara a melhor opcao de
agente antimicrobiano.

Segundo Gallo (1989) apud Naves et al. (2010) , entre os problemas
encontrados na fermentagdo alcodlica podem-se mencionar as fermentacdes
indesejaveis, entre as quais se tem a acética, latica,butirica, da dextrana e da
levana. A fermentacdo acética é atribuida principalmente as espécies Acetobacter
aceti, A. pasteurianum, A. acetoso, A. kuntzegianum e A.suboxydans; a fermentacao
latica principalmente as espécies Lactobacilos aciddéfila, L. bulgaricus, L. casei e L.
leischmanii e Streptococcus lactis; a fermentacao butirica as espécies Clostridium
pasteurianum e C. saccharobutyricum; a fermentacdo da dextrana a Leuconostoc
mesenteréides e a fermentacdo da levana as espécies dos géneros Bacilos,
Aerobacter e Streptococcus.

Para Cherubin (2003) apud Naves et al. (2010) a contaminacao bacteriana
identificada em amostragens de processos industriais de fermentacdo alcodlica
mostrou-se predominantemente como bacilos gram-positivos ndo esporulantes. Os
géneros mais frequentes nas amostragens foram Lactobacilos e Bacilos . Em
relacdo as espécies predominantes destacaram se B. coagulas, L. fermentum, L.
helvéticos, B. stearothermophilus, L. plantarum, L.animalis, L. buchneri.

Para Steckelberg (2001) apud Naves et al. (2010) as vezes é necessario
optar entre dois fatores estressantes, como caso do tratamento &cido, que exerce
um efeito estressante a levedura, mas acaba sendo benéfica por controlar a
contaminacdo. E outro que acaba sendo muito mais prejudicial a levedura e ao
processo que é a contaminacao, podendo levar a reducéo da eficiéncia fermentativa,
e assim prejudicando o rendimento de todo o processo .

Para Cherubin (2003) apud Naves et al. (2010) nas analises em amostras de
creme de leveduras sem tratamento &acido identificaram-se as espécies

predominantes e relatou-se a presenca e L. fermentum,L. murinus, L.
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vaccinostercus, L. plantarum e Leuconostoc sp. O género Lactobacilos desenvolve-
se em meio ligeiramente &acido, com pH entre 44 e 6,4 e em condicoes
microaerdfilas e anaerdbias .

Para Neto (1995) apud Naves et al. (2010) atualmente a lavagem acida do
fermento continua sendo o principal método de controle ndo s6 dos contaminantes,
mas principalmente, da floculacdo do fermento. O tratamento com &acido sulfarico é
feito reduzindo o pH do fermento diluido em agua a uma faixa entre 2,0 e 3,0 e, as
vezes até inferior a 2,0 com prejuizo na viabilidade das células de leveduras. O
fermento € mantido na cuba e sao adicionados acido sulfurico e agua, em constante
agitacdo. O tempo de permanéncia do fermento durante o tratamento é variado (até
trés horas). Quanto maior for esse tempo maior sera a redugdo da viabilidade
celular. Os biocidas tem sido usados na produgao de alcool para a desinfeccao de
moendas. Porém, varios produtos quimicos séo utilizados no controle biol6gico da
fermentacdo, geralmente associados a lavagem &acida do fermento e, as vezes,
também a antibidticos , que sdo agentes quimioterapéuticos especiais, geralmente
obtidos a partir de metabdlitos de micro-organismos que, em quantidades muito
pequenas, podem matar ou inibir outros micro-organismos . Os mais utilizados na

fermentacao alcoodlica sdo a tetraciclina, cloranfenicol, penicilina e virginiamicina.

4.9 Tipos de controle em fermentacao alcodlica

Conforme Ribeiro, Blumer e Horii (1999), apud Paschoalini ; Alcarde (2009)
alguns parametros de monitoramento contribuem para uma maior eficiéncia
(rendimento) do processo de fermentagédo alcodlica, como analise de densidade ou
°Brix, temperatura, pH, contaminagdo bacteriana, velocidade de alimentacdo e
acucares residuais, a eficiéncia do processo de fermentacdo alcodlica pode ser
avaliada por meio do método de rendimento de subproduto (analises de ART,
glicerol, ART residual, % de alcool, acidez, teor de levedo e floculacdo do fermento)
e rendimento convencional (balangco de massa).

Na pagina seguinte € apresentada a tabela 4 onde é descrito as diversas
etapas do processo de fermentacdo onde pretende verificar as analises fisico-
quimicas e microbiolégicas realizadas em uma unidade industrial, sua importancia

para o processo de fabricacdo do alcool , alguns parametros de qualidade e a



frequéncia de monitoramento para avaliacdo do

fermentativo.

Tabela 4: Padrao técnico de processo fermentativo
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rendimento do processo

QUALIDADE ASSEGURADA MONITORAMENTO
Retirada da Amostra Andlise da Amostra
ETAPA/ 0
ATIVIDADE N K] o2 © —
Parametro °83g Valor 2| S . . A
5 = £ | € | Frequéncia | Responsavel | Frequéncia
S| e
Acidez Total mg/L
pH - X 1 x turno Laboratério 1 xturno
% Solidos %
Brix % 19a24 .
X 2 x turno Laboratério 2 x turno
ART % 16a19
Nitrogénio Assimilavel - 1 x dia
X 2 x turno Laboratério
P05 ppm composta
Microscopia bast/mL | Max 2,0x10° 1 x dia Laboratério 1 x dia
Plagueamento UFC 1 x semana Laboratério 1 x semana
Micronutrientes
(Ca,Zn,Mg,Mn,N ppm X 2 x turno Laboratério Mensal
, P, K)
°GL %
% Levedo %o « Cada 4 Laboratério 2 x turno
pH - 2,2a3,0 horas
. L. 1 x dia
o, ——
Glicerol Yo Laboratério composta
Acidez mg/L X 1 x turno Laboratério 1 x turno
pH - 4,0a5,0 X 1 x turno Laboratério 1 x turno
% Levedo % 8,0a10,0
- , Cada 4 L.
o,
Brix Yo max.3,0 X horas Laboratério 1 x turno
°GL % 8,0a11,0
Glicerol %
P20s ppm 50 a 100 Cada 4 . .
X horas Laboratério 1 x dia
Nitrogénio Amoniacal % 70a 150
Brotamento % 5a15
Viabilidade % 60 a 80
X 2 x dia Laboratério 2 x dia
Contaminagao % Max 5,0x10’
Floculagao °C max.10
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5. CONCLUSAO

Com base nos estudos realizados, foi possivel concluir que o processo de
fermentacao alcodlica a partir da cana-de-agicar é muito complexo, pois a
fermentacdo é um processo bioquimico que esta diretamente relacionado com
outros tipos de processos ,desde o processo da fotossintese da cana , os tratos
culturais , também o corte ,carregamento , transporte e armazenamento , o
subproduto melago com concentragéo de sulfito a partir de 345ppm pode promover
uma reducdo na produtividade de etanol e na viabilidade celular. O controle da
temperatura € considerado o mais impactante combinado com o pH altas
temperaturas (T>45°C) considerado estresse térmico e baixos valores de pH(<2)
influenciam negativamente no rendimento e na produtividade de etanol. Altos niveis
de contaminacao bacteriana e acidos produzidos pela sintese dessas bactérias
também afetam diretamente a conversdao de acucar em etanol pelas leveduras,
comprometendo o rendimento fermentativo final. Sendo assim, o controle
microbiolégico e a quantificagdo dos niveis de acidez do mosto, tornam-se
ferramentas indispensaveis para o controle e prevencao de tais problemas.

Apés os estudos de varios fatores e condigcdes que podem interferir na
fermentacao alcodlica, é sabido que muita tecnologia vem sendo pesquisada e
desenvolvida e nota-se também que existe uma caréncia em inovagdo dentro dos
processos que rodeiam o assunto fermentagdo alcodlica, ou seja o setor
sucroenergético perde uma enorme quantidade de acucar que poderia ser
convertido em etanol , atendendo melhor o mercado energético que necessita de
materiais sustentaveis e o ganho para empresarios e para todos os stakeholders
aumentaria os lucros pois de forma direta ocorre a diminuicdo dos custos de
produgédo, e maior movimentagcao de mercado da cadeia de suprimentos envolvida

no setor sucroenergético.
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