Fundacao Educacional do Municipio de Assis
Instituto Municipal de Ensino Superior de Assis
Campus José Santilli Sobrinho™

CELSO PEREIRA DE ALMEIDA

A INFLUENCIA DOS CONTAMINANTES NA FERMENTACAO
ALCOOLICA

ASSIS
2015



CELSO PEREIRA DE ALMEIDA

A INFLUENCIA DOS CONTAMINANTES NA FERMENTACAO
ALCOOLICA

Trabalho de concluséo de curso
de Curso apresentado ao Insti-
tuto Municipal de Ensino Supe-
rior de Assis, como requisito do
Curso de Graduacéo.

Orientador: Prof2.Ms. Gilcelene Bruzon

Area de Concentracdo: Quimica

ASSIS
2015



FICHA CATALOGRAFICA

ALMEIDA, Celso Pereira de

A influéncia dos contaminantes na fermentacao alcodlica / Celso
Pereira de Almeida.

Fundacao Educacional do Municipio de Assis — FEMA, 2015
97p.

Orientadora: Gilcelene Bruzon
Trabalho de Concluséao de Curso — Instituto Municipal de Ensino
Superior de Assis - IMESA

1.Contaminantes. 2.Fermentacao

CDD: 660
Biblioteca da FEMA




A INFLUENCIA DOS CONTAMINANTES NA FERMENTACAO

ALCOOLICA

CELSO PEREIRA DE ALMEIDA

Orientadora: Prof2.Ms. Gilcelene Bruzon

Analisador: Prof°. Ms. Alexandre V. G. Mazalli

ASSIS
2015

Trabalho de Concluséo de Curso
apresentado ao Instituto Municipal
de Ensino Superior de Assis, como
requisito o Curso de Graduacgéo
analisado pela seguinte comissao
examinadora:



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a Deus e aos meus pais
Osiel e Waldeide, e minha esposa Keila e minha

filha Isabelli que sempre me apoiaram.



AGRADECIMENTOS

A professora: Gilcelene Bruzon pela orientacéo e pelo constante estimulo transmitido

durante o trabalho

Aos amigos, Odair, Leonardo, Elizeu, Jorge Dornelles, Carlos, Robson, e a todos que

colaboraram direto ou indiretamente, na execucao deste trabalho.

Aos familiares, ao meu pai Osiel, onde me deu forca nas horas mais dificeis, sempre
me incentivando e me encorajando, a minha mae Waldeide que nunca deixou de esta

do meu lado.

A minha esposa Keila e minha filha Isabelli que sempre me apoiaram, e em especial-
mente a Deus porque ele me deu forga e paciéncia nesta luta, sem Deus tudo seria

impossivel.



Quem vive e
cré em mim
jamais morrera.

Jesus Cristo



RESUMO

A fermentacdo etandlica € um processo conduzido por leveduras destacando-se o
género Saccharomyces. Devido a alteracdo de temperatura, da acidez, da concentra-
cao de acucares e de nutrientes, entre outros fatores, pode ocorrer o desenvolvimento
de microrganismos além da Saccharomyce cerevisiae, como bactérias e varias outras
espécies de leveduras, que passam ser considerados contaminantes. Através das
analises microbiologicas sdo gerados dados para medidas corretivas ou preventivas,
colaborando para identificar pontos criticos e os niveis de contaminacéo. Este trabalho
tem como objetivo proporcionar um conhecimento mais aprofundado sobre a conta-
minacdo bacteriana no processo de fermentacdo alcodlica e verificar os principais
pontos de contaminacéo do processo. Em momentos diferentes durante a safra foram
coletados separadamente em frascos limpos mel, mosto antes do trocador de calor,
mosto depois do trocador de calor, mosto no anel de entrada de mosto na dorna, vinho
levurado na saida da dorna para centrifuga, vinho delevurado saido das centrifugas
para os aparelhos de destilacdo, creme de levedura saindo da centrifuga para os pré
fermentadores e fermento tratado com H2SO4 antes de bombear para as dornas. Para
estas amostras foram determinadas a contagem de bastonetes, a viabilidade e a con-
tagem de micro-organismos em placas. Foi constato que no creme de levedura houve
um aumento significativo de bastonetes em relacdo aos outros pontos, isto ocorreu
devido a tubulacdo neste ponto ndo sofrer nenhuma assepsia. No experimento da
viabilidade notou-se que com aumento da infec¢éo, ocorreu gradativamente a redugao
da viabilidade. Portanto é importante que a industria mantenha uma assepsia de qua-
lidade em todo o processo, ocasionando reducéo de gastos com insumos e antibioti-

Cos.

Palavras Chave: Fermentagdo alcodlica, contaminantes na fermentacao, levedura

Saccharomyce cerevisiae



ABSTRACT

Ethanol production is a process led by highlighting the yeast Saccharomyces genus.
Due to change in temperature, acidity, the concen-traction sugars and nutrients,
among other factors, there may be the develop-ment of microorganisms beyond Sac-
charomyce cerevisiae, such as bacteria and go holiday other species of yeast, passing
be considered contaminants. Through microbiological analyzes are generated data for
corrective or preventive measures, helping to identify critical points and levels of con-
taminates-tion. This paper aims to provide a more aprofun-given knowledge about bac-
terial contamination in the fermentation process and veri-get key process contamina-
tion of points. At different times during the harvest were collected separately into clean
jars honey, wine before the heat exchanger, must after the heat exchanger, the wine
must input ring in the vat, wine levurado off the vat for centrifuges, wine delevura- out
of the centrifuges for the stills, yeast cream coming out of the centrifuge for pre-fer-
menting yeast and treated with H2SO4 before pumping to the vats. For these samples
were determined rods count, viability and micro-organisms plate count. It was shown
that the yeast-to cream a significant increase rods in re-lation to the other points, this
occurred due to pipe this point not suffer ne-Gnuma aseptic. The viability of the exper-
iment it was noted that with an increase in in-fection, occurred gradually reducing via-
bility. Therefore it is important that the industry maintains a quality aseptic throughout

the process, resulting in reduced spending on supplies and antibiotics.

Keywords: Alcoholic fermentation, contaminants in the fermentation, yeast Saccharo-

myce cerevisiae
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1 INTRODUCAO

O Brasil tem investido em programas de combustivel alternativo em substituicdo a
gasolina, o que trouxe o titulo de primeiro pais a desenvolver estes processos, como
também o maior produtor de aguardente do mundo (ANDRIETTA, STECKELBERG,
2006).

Como toda a producao de alcool e de aguardente ocorre por via fermentativa, é fun-
damental, o conhecimento do processo que tem sido constantemente aprimorado, e
os fatores que podem levar a sua contaminacéo. A fermentagéo etandlica € um pro-
cesso conduzido por leveduras entre elas, o género Saccharomyces, representado
por linhagens de Saccharomyces cerevisiae, que tem se adaptado, muito bem, as
condic¢@es industriais (NOBRE, HORIl e ALCARDE, 2005).

Durante a fermentacao alcodlica, etapa do processo de producao de alcool etilico, as
leveduras convertem os agUcares presentes no substrato em etanol e gas carbénico.
Nesta fase podem ocorrer varios problemas entre os principais merece destaque a
contaminacao bacteriana (CHERUBIN, 2003).

Devido a alteracéo de temperatura, acidez, concentracado de acucares e de nutrientes,
entre outros fatores, ha o desenvolvimento de microrganismos além da Saccharomyce
cerevisiae, tais como bactérias e varias espécies de leveduras, que passam ser con-

siderados contaminantes.

Os processos industriais de producéo de alcool existentes no Brasil reutilizam o fer-
mento em ciclos fermentativos consecutivos. Durante o processo de centrifugacéo os
microrganismos contaminantes também séo reciclados juntamente com o fermento e

agravam os problemas associados com a contaminacao bacteriana.

Dependendo do nivel de contaminacdo, podem ser ocasionados problemas como:
aumento da floculacao, reducéo da viabilidade da levedura, reducdo de massa de fer-
mento e a formacao de produtos indesejaveis que ocasionam consumo de sacarose
e de outros nutrientes presentes no mosto. Niveis elevados de contaminagédo também
provocam muitos inconvenientes operacionais, como dificuldade de centrifugacgéo, au-

mento do uso de acido no tratamento de fermento, aumento do tempo de fermentacao
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e elevacdo de acucares ndo fermentados que levam a redu¢des no rendimento da

fermentacao alcodlica.

E importante o conhecimento de fatores que possibilitem a reducéio dos problemas
causados pela contaminacédo bacteriana, além das praticas usuais de tratamento

acido do creme de levedura e a aplicacdo de antibiéticos (CHERUBIN, 2003).

Com o passar do tempo, houve mudancas no controle da contaminacao devido a um
rigoroso controle das etapas do processo industrial, que tem inicio desde a colheita,
passando pelo armazenamento da matéria prima, extracao do caldo, eficiéncia do tra-
tamento térmico do caldo, assepsia das dornas, controle de temperatura da fermen-
tacdo, tratamento do levedo, qualidade microbiolégica da 4gua de diluicdo do levedo
e do mosto em tanques, tubulacdes, curvas e trocadores de calor (LUCIO, FRAN-
CISCO, 2010).

Este trabalho tem como objetivo proporcionar um conhecimento mais aprofundado
sobre a contaminacgdo bacteriana no processo de fermentacao alcodlica e verificar 0s

principais pontos de contaminacéo do processo.
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2 FERMENTACAO ALCOOLICA

2.1 DEFINICAO

A fermentacéo alcodlica € um processo catabodlico anaerébico em que ha a degrada-
cao de moléculas de acucar, no interior das células de micro-organismo, até a forma-
cdo de etanol e COz2, havendo liberacdo de energia quimica e térmica. As leveduras
s&o os microrganismos mais importantes na obtencdo do alcool por via fermentativa
(VOLPE, 1996).

O termo fermentac&do vem do latim “fervere” (ferver) onde entende—se um conjunto de
reacdes bioquimicas provocadas por microrganismos que atacam os acucares (gli-
cose e frutose) do mosto transformando em alcool etilico e gas carbdnico (FEDERICO,
2006).

Para uma melhor fermentacdo, o mosto (liquido acucarado) deve ser adicionado de
modo continuo nas dornas, sendo que sua quantidade deve ser controlada através da
concentracdo do fermento (EMBRAPA, 2015). Apés a adicdo do mosto ao fermento,
a fermentagao divide em 3 fases: a intermediaria, onde as leveduras degradam os
monossacarideos eliminando o CO:2 favorecendo a multiplicagéo, a tumultuosa onde
ocorre intensa liberacédo de CO: e a final, onde a quantidade de alcool atinge 10% do

volume total, h4 intoxicag&o da levedura, finalizando a producdo (CARRER, 2013).

As leveduras fermentam na auséncia de oxigénio (anaerobiose), degradando parcial-

mente a glicose em etanol e diéxido de carbono (LIMA, 2001).

A levedura e outros microrganismos fermentam a glicose em etanol e CO2. A glicose
€ convertida em piruvato pela glicélise e o piruvato € convertido em etanol e CO2 em

um processo de dois passos. Conforme representa a figura 1:
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Figura 1: Transformacé&o da glicose em etanol e COz2 (In: MAIA, 2012).

No primeiro passo, o piruvato sofre uma reacao de descarboxilizacao catalisada pela
piruvato descarboxilase. A piruvato descarboxilase necessita de Mg?* e tem uma co-
enzima firmemente ligada, a tiamina pirofosfato. No segundo passo, atraves da acao
do alcool desidrogenase, ha a reducdo do acetaldeido a etanol, com a NADH, deri-
vado da atividade da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (FASOLIN, 2005).

2.2 HISTORICO

Antes mesmo do ano 6.000 a.C., a producéo de bebidas alcodlicas pela fermentacéo
de gréos de cereais ja era conhecida (VILLEN, 2009). Desde aproximadamente 9.000
a.C, os produtos de fermentacéo ja eram usados. Os sumérios, egipcios antigos, as-

sirios e babilénios, faziam uso nos alimentos como o vinagre e o p4o (JUNIOR, 2012).

Os primeiros estudos que abordavam sobre o mecanismo da fermentacao alcoolica,

observavam apenas a formacg&o dos produtos inicial e final. No século XVIII, Black



21

realizou um estudo utilizando o alcool etilico e gas carbbdnico, sendo estes considera-
dos os unicos produtos formados durante a fermentacéo alcoodlica. Em 1789, Lavoisier
realizou o primeiro estudo quantitativo da fermentacéo alcodlica, porém somente apos
1857, Pasteur ofereceu uma explicacao clara sobre a natureza da fermentacéo alcoo-
lica, atribuindo-a, as leveduras. (PACHECO, 2010).

Em 1897, Eduard Buchner quimico aleméo demonstrou, pela utilizacdo de leveduras,
gue a fermentacéo seria apenas uma sequéncia de reacdes quimicas, sem a neces-
sidade de oxigénio (ALMEIDA, 2009).

Durante as primeiras décadas de 1900, as pesquisas mostram gque as reacdes enzi-
méaticas eram responsaveis pela transformagédo quimica do aclcar em etanol e gas
carbonico no interior da levedura (BORZANI, SCHMIDELL, LIMA e AQUARONE,
2001). A fermentacdo como processo industrial apresenta hoje uma importancia cres-
cente em diversos setores da economia, mais de 300 empresas de ramos diferentes
por todo o mundo produzem e comercializam produtos obtidos através de processos
fermentativos (VILLEN, 2009).

Atualmente, existe a possibilidade de captura de CO:2 gerado na fermentacéo alcoo-
lica, onde o CO:2 passa ser comercializado pelas usinas para diversas aplicacdes in-
dustriais (SANTOS, REBELATO, RODRIGUES, 2012).

Centenas de produtos viaveis, podem ser obtidos através da via fermentativa como
por exemplo os solventes, bebidas alcodlicas, alimentos, vitaminas, aminoacidos (VIL-
LEN, 2009).

2.3 PROCESSO FERMENTATIVO PARA PRODUCAO DO ETANOL

O processo de fermentacgéo € realizado em dornas abertas ou fechadas construidas
de aco carbono conforme cada destilaria (BASSETO, 2006). A figura 2 mostra o ren-

dimento de etanol e a energia envolvida na fermentacdo de 100g de acucar.
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380 Keal (100%)

17,5 Keal (4,6%) 9 Kcal (2,4%)

354 Kcal (93%)

Figura 2: Reacédo quimica para rendimento do alcool (In: Basso, 2004).

Durante a fermentacdo é necessario manter a temperatura das dornas na faixa de
33°C, pois a reacao de producdo de alcool é exotérmica e temperaturas elevadas
prejudicam o rendimento das leveduras e podem até maté-las. Para isso usa-se dentro
das dornas um sistema de resfriamento composto por serpentinas ou trocadores de
calor por onde passa agua, mantendo-se assim o mosto em fermentacdo na tempe-
ratura ideal (PEREIRA, 2009).

Durante a reacédo, ocorre intensa liberacdo de géas carbdnico, a solugdo aquece-se, e
além do alcool, alguns subprodutos séo formados tais como: glicerol, acidos organi-
cos, acidos succinico, ésteres, aminas, etc. Além de espumas e também a floculacéo
da levedura. Tais ocorréncias provocam perdas no processo, por isso elas devem ser
combatidas (VIEIRA, 2011).

Nas dornas, sao adicionados alguns adjuntos para auxiliar a fermentagdo, como anti-

bidticos, antiespumante, dispersante, nutrientes e uréia (BITANT, 2008).

Apés o termino da fermentacao alcodlica em um processo industrial, as leveduras de-
vem ser separadas do produto ou residuo produzido. Estas sdo novamente utilizadas
no processo, garantindo menor custo para reposi¢cado do fermento e melhores condi-

cOes de operacao, pois 0s microrganismos reciclados ndo necessitam de consumir
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substrato para fase de crescimento e j4 estdo adaptados ao meio. As células devem
ser separadas do produto produzido também afim de evitar contaminagcéo (LIMA,
2004).

As leveduras mais utilizadas na fabricacéo de bebidas alcodlicas e combustivel geral-
mente sdo linhagens da espécie Saccharomyces cerevisiae (CAETANO e MADA-
LENO, 2011). A célula levedura possui no citoplasma celular um aparato enzimético
no qual ocorre a transformacéao do acucar em alcool e CO2 (LIMA, 2001). A figura 3

mostra a reacdo da producao de etanol.

CsHiz05=2 2 CzHsOH + 2 COz + CALOR +2 ATP

1 mol 2 mols 2 mols

180g/mol 2x46g/mol  2x44g/mol

Figura 3: Reacao da producéo do etanol (In:docentes.esalq.usp.br)

Assim tem-se:

Rendimento em alcool = (2x46) / 180 = 0,5111g etanol / g de acucar. Considerando a
densidade do alcool a 20°C de 0,7893, temos:

Rendimento do alcool = 0,5111 / 0,7893 etanol / g de acucar = 0,6475g etanol

Portanto a fermentacao alcodlica € um processo biolégico conduzido pela levedura,
cuja fisiologia e bioquimica tem sido negligenciada em favor de uma visao fisico qui-
mica e mecanica do processo. Porém trata-se de um organismo vivo, com mdultiplas
habilidades metabdlicas, podendo alterar a estequiometria da fermentacdo em res-
postas a alteracdes no meio com grande impacto no rendimento do processo (BASSO,
2004).

Distingue-se as matérias acucaradas em diretamente e ndo diretamente fermentesci-
veis. As diretamente fermentesciveis: sdo as que contem monossacarideos, como 0s
sucos de frutas, sua importancia reside na producéo de alcool em bebidas alcodlicas
como o vinho e a sidra. As nédo diretamente fermentesciveis: sdo as que contém 0s

dissacarideos, que fermentam apds hidrolise, a qual se d4 o nome de inverséo e que
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se realiza naturalmente por acao da invertase, enzima produzida pela propria levedura
(BORZANI, SCHMIDELL, LIMA e AQUARONE, 2001).

No caso da cana de acucar, que apresenta alto conteido do acucar sacarose, este é
hidrolisado produzindo glicose e frutose pela enzima invertase (também chamada de
sacarase) sintetizada pela S. cerevisae (MARQUES, 2007). Como mostrado na figura
4.

invertase
Ci2H22041 +H;0 » (CgH1;06+ CH1205
sacarose glicose  frutose

Figura 4: A molécula de sacarose sofre invertase gerando glicose e frutose
(In: www.campusvirtual.ufsj.edu.br).

Em uma etapa seguinte, a zimase, outra enzima sintetizada pela S. cerevisae, catalisa
a reacao de transformacéao da glicose e frutose (CséH1206) em etanol (C2HsOH) e gés
carbonico (COz) (PORTAL DO PROFESSOR, 2015). Como representada na figura 5.

: Pl
CLH Qs —aEe L O GO H = 2000k

glicose etanol gas
carbonico

Figura 5: Catalize feita pela zimase (In:www.infoescola.com).

A fermentacdo é um processo que nao utiliza oxigénio ocorre no citoplasma da célula
(local onde existem as enzimas que intervém neste processo), cujo objetivo é a ob-
tencdo de energia (GOMES, 2014). Consiste na degradacéo da molécula de glicose,

como matéria inicial e numa sequéncia de reacdes que se agrupam em duas etapas.
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Na primeira etapa: da-se a degradacdo da molécula de glicose, por glicélise, que se
transforma em &cido pirtvico ou piruvato, na segunda etapa: O piruvato é reduzido e
transformado em outro produto, como alcool etilico ou etanol (fermentacéo alcodlica),
acido latico (fermentacéo latica) e acido acético (fermentacéo acética), (VASCONCE-
LOS, 2011).

Durante a glicolise a NAD (+) converte-se em NADH + H (+) e esta transporta elétrons
e prétons que vao ser utilizados nesta segunda fase para reduzir o piruvato. O produto
final desta reducao vai depender do ser onde ocorre a fermentacdo. Ha seres em que
a reducao do piruvato leva a libertacdo de didxido de carbono (descarboxilagdo), como
por levedura na fermentagéo alcodlica em que o produto resultante é o élcool etilico.
Outros seres ndo ha esta descarboxilacdo, como por exemplo nas bactérias do iogurte
e nas células musculares do homem, trata-se da fermentacéo lactica e o produto € o
acido lactico (VASCO DA GAMA, 2012) (figura 6).

H

1
H-C-OH
|

CH,

Etanol

(B
o
~

[T -

Glicose 2 Zm—'—u'—l

Figura 6: Etapas de transformacéo da glicose
(In:www.colegiovascodagama.com)

2.4 A MICROBIOLOGIA NO PROCESSO DE PRODUCAO DO ETANOL

A microbiologia dentro da usina de agucar e alcool, tem, portanto, um papel funda-
mental no controle de qualidade, desde a matéria-prima até o produto final (VIEIRA,
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2012). As etapas do processo sdo monitoradas por pessoas capacitadas através de
andlises laboratoriais de modo a assegurar o padrao da qualidade desejada (USINA
SAO FERNANDO, 2015).

Através das analises microbioldgicas obtem-se dados para medidas corretivas ou pre-
ventivas, no qual precisamos conhecer a microbiota e sua quantificacao para identifi-
car pontos criticos e niveis de contaminacdo (JORNAL DA CANA, 2014).
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3 ETAPAS DA PRODUCAO DE ETANOL

3.1 PROCESSAMENTO DA CANA DE ACUCAR

A tecnologia de producéo de etanol e agcucar é muito semelhante, porém em todas as
usinas brasileiras ha variacdes nos tipos e qualidades dos equipamentos, controles
operacionais e, principalmente, nos niveis gerenciais. H4 a preocupac¢éo com a otimi-
zacao de toda a cadeia produtiva, assim nas unidades mais bem gerenciadas existe
uma boa integracdo entre a parte agricola e a industrial. O sistema de pagamento de
cana em uso estimula o produtor a entregar a matéria-prima em boas condi¢cdes, pois
h& penalidades ou prémios dependendo da qualidade da cana, levando-se em conta
o teor de sacarose e desagios pela matéria estranha mineral e os agucares redutores
presentes (NOVA CANA, 2015).

Na industria, a cana pode ter dois destinos: producao de acucar ou de alcool. Para a
producado de acucar, as etapas industriais sdo: Lavagem da cana; preparo para moa-
gem ou difuséo; extracao do caldo, purificagdo do caldo (Peneiramento e clarificagéo);
Evaporacgéao do caldo; cozimento, cristalizagao da sacarose; centrifugacéo (separagao

entre cristais e massa cozida), secagem e estocagem do acucar (ARAUJO, 2013).

Ja a producao de alcool envolve as seguintes etapas: lavagem da cana, preparo para
moagem ou difusdo, tratamento do caldo para producdo de alcool, fermentacdo do
caldo, centrifugacdo, destilacdo do vinho, retificacdo (Desidratac&o: alcool anidro ou
hidratado), (UDOP, 2015).

A figura 7 apresenta um fluxograma da producéo de acucar e alcool.
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Figura 7: Fluxograma da producéo de acucar e alcool
(In:www.mecatronica.eesc.usp.br)

28



29

3.2 PRODUCAO DO ALCOOL

3.2.1 Preparo do mosto

O mosto € uma solucédo de acgulcar cuja concentracdo foi ajustada de maneira a tornar
a fermentacao mais eficiente. O mosto é preparado a partir de méis, caldo e 4gua com
uma concentracéo final por volta de 16 a 23°Brix (USINA MORENO, 2015).

Para o preparo sao utilizados misturadores estaticos que usam a energia da corrente
de fluxo para criar uma mistura entre dois ou mais liquidos ou gases, atingindo quali-
dade de mistura com baixa pressédo (REVISTA GEINTEC, 2012) (figura 8).

Figura 8: llustracdo de um misturador estético
(In:www.semcoequipamentos.com).

Estes dispositivos sado instalados diretamente na tubulagéo, passando o fluido pelas
partes imoveis do misturador. Estes produtos sdo misturados somente pela energia
presente no fluxo que, em contato com os elementos de mistura fixos, promovem con-
tinuamente redistribuicdo e separacdo dos mesmos. Para que seja obtida a mistura-

sao utilizadas bombas para criar a energia presente no fluxo (SULZER, 2015).

Os misturadores estaticos sao utilizados com eficiéncia em processos continuos, re-
duzindo de forma acentuada os custos operacionais (REVISTA OSWALDO CRUZ,
2015), tendo como vantagem em relacdo aos equipamentos convencionais a econo-
mia, podendo os custos de investimento e de producéo alcancar de 30% a 40% me-

nos, levando-se em conta a economia de espaco da instalagcéo, pois ndo necessita da
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utilizacao de tanques. O processo de automatizacao reduz a necessidade de opera-
dores, pois requer uma quantidade menor de sensores de temperatura e vazdo (SUL-
ZER, 2015).

3.2.2 A levedura

A célula de levedura (figura 9) pode possuir diversas formas como globosas, esféricas,
ovoides e alongadas, sendo as Ultimas as mais comuns. Sua morfologia pode ser
alterada dependendo das condi¢cdes em que estas sao cultivadas, da reproducao ve-
getativa e a idade da cultura. Uma mesma espécie pode apresentar mais de um tipo
de morfologia, dependendo do estagio de vida em que se encontra. Pode haver vari-
acdo do tamanho das células de leveduras de acordo com a idade da cultura, sendo
uniformes em culturas jovens de algumas espécies ou heterogéneas em outras
(PELCZAR; et al; 1997).

=

Figura 9: Levedura Saccharomyces cerevisiae (In:http://lges.igm.unicamp.br).

Geralmente as células das leveduras podem variar de tamanho entre 3 a 7 um de
largura e 5 a 16 um de comprimento (SOUSA, SCABORA, SILVA e PRETONI, 2011).

Quanto a reproducéo das leveduras, podemos citar: reproducao vegetativa (formacao
de brotos) ou reproducéo por esporos (formacdo de esporos sexuados), (PELCZAR;
et al, 1997).
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As microestruturas (figura 10) que compdem a célula de leveduras séo: parede celular,
membrana citoplasmatica ou plasmalema, ndcleo, um ou mais vacuolos e a mitocén-
dria (SOUSA, SCABORA, SILVA e PRETONI, 2011).

Parede : 30 % manana

/— 30 % glucana

Mitocondria

embrana
Citoplasmatica

- ticulo
Endoplasmatico

/ ??_-—Ribossomas
: d Nicleo

Figura 10: Microestruturas de uma levedura (In:www.districamp.com).

O objetivo da levedura é transformar anaerobicamente o carboidrato, para gerar ATP
(adenosina trifosfato) que é uma forma de energia para sua multiplicacdo e sobrevi-
véncia (ANTONIO, 2010).

Como ocorre crescimento durante a fermentacéo, parte do actcar consumido acaba
sendo desviado para a producéo de células, bem como para a formacédo dos chama-
dos produtos secundarios da fermentacao (glicerol, acidos organicos, alcoois superi-
ores, etc (AMORIN, ZAGO, BASSO e GALLO, 1989).

As principais leveduras empregadas na obtencao do etanol via fermentativa séo linha-
gens Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces uvarum, Schizosaccharomyces
pombe e Kluyveromyces (SA, 2012).

Durante a fermentacdao, as leveduras podem sofrer estresse em razdo do meio, devido
a deficiéncia nutricional, elevagéo de temperatura e contaminagao ou pelo préprio me-

tabolismo devido ao acumulo de etanol e consequente inibicdo do crescimento celular
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e producao de etanol. Alguns desses estresses afetam mais severamente as levedu-
ras provocando a reducgéo da viabilidade celular e diminuigcdo da producéo do etanol
(NOBRE, 2007).

Hoje se tem conhecimento que a levedura propagada no inicio da safra é rapidamente
substituida por levedura nativa, a qual habita 0 ambiente da cana-de-agucar e € intro-
duzida no processo. Essa substituicdo nao é perceptivel, apenas depois do advento
da biologia molecular € que essa substituicdo foi registrada. Algumas espécies sao
benéficas para a producéo; outras atuam prejudicialmente como microrganismos de-
teriorantes. A contribuig&o individual e coletiva destas leveduras selvagens varia de
acordo com o numero e diversidade de espécies presentes no mosto de fermentacéo
(ANDRIETTA e STECKELBERG, 2006).

3.2.3 Caracteristicas das linhagens de levedura usada nas destilarias
brasileiras

Os processos fermentativos das destilarias brasileiras ndo possuem unidades de
esterilizacdo de mosto e equipamentos, ficando assim sujeitos as contaminacdes. No
Brasil, trabalha-se com leveduras selecionadas, nativas ou selvagens (HENRIQUE,
2013).

As linhagens selecionadas sao aquelas de forma pura, utilizadas como in6culo nas
partidas das plantas. O fermento de panificacdo ndo pode ser considerado fermento
selecionado, como linhagens selecionadas, utilizadas comercialmente, temos: SA1
(Santa Adélia-1), BG1 (Barra Grande-1), CAT(Catanduva) e PE-2 (Pedra-2), ( PAPIN,
2009).

As linhagens nativas sdo aquelas encontradas no processo, que apresentam
caracteristicas fermentativas satisfatorias, sendo diferentes das selecionadas,
(HENRIQUE, 2013).

As linhagens selvagens podem estar presentes nos processos que apresentam ca-
racteristicas fermentativas ndo adequadas aos processos industriais tais como: ope-

racdo com baixa concentracdo de etanol, paradas prolongadas, paradas curtas ou
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longas sequenciais, etc, e normalmente ndo sdo Saccharomyces, sendo consideradas
oportunistas (ANDRIETTA, 2007).

Contudo, alguns contaminantes podem apresentar bom desempenho fermentativo,
podendo ser selecionadas para atuarem como as leveduras do processo (CAMOLEZ
e MUTTON, 2005).

3.2.4 Reproducéo das leveduras

As leveduras do género Saccharomyces reproduzem-se de forma sexuada e assexu-
ada. Quando se trabalha com meio de cultura relativamente rico em nutrientes, como
nas fermentacdes industriais, a reproducéo é realizada por processo assexuado, isto
€, a multiplicacdo das leveduras ocorre por brotamento ou gemulacdo, do qual resul-
tam células filhas, inicialmente menores que a célula-mée. J4 o processo sexuado
pode ocorrer quando as condi¢cdes do meio de cultivo se tornam extremamente des-
favoraveis ao seu desenvolvimento. A reproducdo sexuada se faz pela formacéo de
ascésporos, isto é, esporos contidos no interior de uma asca (FILHO, NOGUEIRA,
2013).

Nos mostos em fermentacdo pode ocorrer a gemacao de novas células. Neste pro-
cesso ocorre a formacdo de pequenas protuberéancias na superficie da célula que,
depois de se desenvolverem, se desprendem, passando a ter vida propria. Na espo-
rulacdo de novas células, que consiste na formacéo de esporos no interior das células,

as mesmas se tornam livres pela ruptura das células, (URBANO, 2012).

Durante a multiplicacdo de uma cultura, as células se dividem por mitose formando
células idénticas a célula mée por processo de brotamento. Pode haver cicatrizes de
brotos, que séo protuberancias convexas, em forma de anel, ricas em quitina, que
permanecem na superficie da célula-mae apos o brotamento da célula-filha (UR-
BANO, 2012).

Em geral, a reproducdo celular da levedura é assexuada e sua multiplicagcéo é feita a

partir de brotamentos, um processo ao qual a parede celular da célula mae abre uma


http://www.infoescola.com/reino-fungi/levedura/
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minuscula saliéncia e da origem a uma pequena célula, denominadas célula filha
(CORREA, 1992).

Na figura 11, € demonstrado um exemplo de reproducéo de leveduras.

f"’o MAE
QD> Do» Do » S
ho FILHA

| =

INiclo ENTRADA NA MITOSE

Figura 11: Reproducéao da célula de levedura Saccharomyces cerevisiae
(In: Adaptado de CORREA, 1992, p.16).

3.3 TIPOS DE FERMENTACAO

A fermentagao pode ser conduzida de forma descontinua, semi-continua, descontinua
alimentada (ou batelada alimentada) ou continua, todos podendo trabalhar com ou
sem recirculacdo do fermento. Atualmente no Brasil, a maior parte da produc¢éo indus-
trial de alcool em grande escala ocorre em processos fermentativos em batelada ali-
mentada e continuos (PACHECO, 2010).

O processo fermentativo é realizado em biorreatores (dornas) que séo reatores de aco
do tipo agitado, normalmente fechadas e mantidas a uma temperatura entre 33 e 35°C
até o final do processo, quando a concentracdo de etanol se situa entre 7 e 12° GL
(CORACA, 2012)

Nas dornas fechadas (figura 12) € usual a presenca de um sistema de lavagem do

gas de saida para recuperacao de etanol evaporado (perdas por evaporacao corres-
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pondem a 1,5% de todo etanol gerado). No inicio da fermentacgéo é utilizada alta con-
centracao celular que atinge valores 10 a 100 vezes maiores que o inicial (concentra-
cao final de 108 células/ml) (DUARTE, LOURENCO, e RIVEIRO, 2006).

Figura 12: Dornas utilizadas na fermentacé&o alcodlica
(In: www.sermatec.com.br)

3.3.1 Processo em batelada

Esse processo também é conhecido como processo descontinuo onde prepara - se
um meio de cultura adequado a nutricdo e ao desenvolvimento do micro-organismo e
também ao acumulo do produto desejado; coloca-se este meio de cultura em um bior-
reator, adiciona-se 0 micro-organismo responsavel pelo processo biolégico. Apds um
determinado tempo de fermentacao retira-se o caldo fermentado do reator e execu-
tam-se as operacdes unitarias necessarias para a recuperacao do produto (SCHIMI-
DELL e FACCIOTTI, 2001).

Terminada a fermentacéo, descarrega—se a dorna e o meio fermentado segue para
os tratamentos finais. A dorna deve ser lavada e esterilizada para que seja recarre-
gada com mosto e in6culo (BORZANI, SCHIMIDEEL, LIMA e AQUARONE, 2001).

O processo descontinuo é considerado o mais seguro no que se refere a manutencao

e assepsia, pois, ao final de cada batelada, o reator (dorna) pode ser esterilizado jun-
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tamente com um novo meio de cultura, recebendo um novo indculo que deve ser sub-
metido a todos controles necessarios assegurando a presenca apenas do micro-orga-
nismo responsavel pelo processo (SCHIMIDELL e FACCIOTTI, 2001).

Além do menor risco de contaminacado, este processo apresenta grande flexibilidade
de operagéo pela possibilidade de utilizacdo dos fermentadores para fabricagéo de
diferentes produtos, permitindo melhor condigcdo de controle em relagdo a estabilidade
genética do micro-organismo (CARVALHO e SATO, 2001).

A conducao da fermentacao alcoolica por processo batelada (figura 13) praticamente
s6 ocorre em escala de laboratério e em pequenas destilarias de aguardente (PA-
CHECO, 2010).

MOSTO FERMENTO

TRATADO 1 I}

CUBAX S VOLANTE

| e DE VINHO

CENTRIFUGA 1
DESTILACAO
VOLANTE
TROCADOR DE CALOR VINHO BRUTO

Figura 13: llustra a fermentacao batelada (In:www.datamag.com).

3.3.2 Processo em batelada alimentada

O processo de batelada alimentada tem importancia tanto em escala industrial como
em nivel de pesquisa, também conhecido como processo por batelada alimentada ou,
simplesmente, fermentacdo descontinua alimentada (BORZANI, SCHIMIDELL, LIMA
e AQUARONE, 2001).

Os processos em batelada alimentada sé&o eficientes na grande maioria dos processos
fermentativos, inclusive na fermentacdo alcodlica. A produtividade é alta devido ao

grande numero de células viaveis no meio em fermentacédo. Na batelada alimentada
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h& a adicdo do substrato em momentos propicios, o que permite o controle da con-
centracdo de agucar, minimizando os efeitos de inibicdo pelo substrato. (AMARAL,
2009).

Na batelada alimentada, os tanques precisam ser esvaziados ao término de cada fer-
mentacéo sendo que alimentagéo da dorna e a retirada do produto ocorrem na mesma
vazdo (ALCOOLBRAS, 2006).

N&o ha estatisticas exatas, mas 0s pesquisadores acreditam que hoje 0 processo
continuo seja responsavel pela producéao de 25% a 30% do etanol fabricado no Brasil,
o0 sistema batelada domina o mercado das operacdes fermentativas (ALCOOLBRAS,
2006).

Basicamente, o processo descontinuo alimentado é definido como uma técnica em
processos microbianos, onde um ou mais nutrientes sao adicionados ao fermentador
durante o cultivo e em que os produtos ai permanecem até o final da fermentacao
(BORZANI, SCHIMIDEEL, LIMA e AQUARONE, 2001).

O processo batelada alimentada (figura 14), também conhecida como “Melle-Boinot”,
€ um processo em que o substrato é alimentado sob condi¢cfes controladas até atingir
o volume do biorreator (dorna). Este processo, apesar de antigo, € muito satisfatério
tanto na operacdo quanto na eficiéncia de conversao de acucares e alcool (CARVA-
LHO e SATO, 2001).

g T

Cubas de tratamento

Dornas de fermentacao

FIGURA 14 - Esquema simplificado do processo Melle-Boinot de fermentacéo
(In: Enciclopédia biosfera, Centro Cientifico Conhecer — Goiania; Vol.6; N11;
2010).
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3.3.3 Processo de fermentagédo continua

O processo de fermentacdo continua possui uma alimentacdo continua e uma vazao
constante, mantendo o volume constante atraves da retirada continua de caldo fer-
mentado, afim de que o sistema atinja a condicédo de estado estacionario (BORZANI,
SHIMIDELL, LIMA e AQUARONE, 2001).

O processo continuo de fermentacéo alcodlica pode ser dividido em trés partes: Uni-
dade de tratamento &cido, fermentadores, e unidade de separacdo de células (centri-
fugas) (VIEGAS, 2003).

Como nao ha possibilidade de haver vazao e alimentacao idénticas, utilizam-se em
geral sistemas de retirada de liquido por transbordamento (“ladréo”), de forma a man-
ter o nivel de liquido constante ou, empregar bombas de alta vazao na saida, aciona-
das intermitentemente, de forma a manter uma massa constante no reator (BORZANI,
SCHIMIDELL, LIMA e AQUARONE, 2001).

Tal processo pode ser mais vantajoso que o de batelada ou batelada alimentada, pois
inclui otimizacao das condi¢cbes de processo para uma maior produtividade, periodo
longo de produtividade continua, maior produtividade volumétrica, maior uniformidade
do produto, reducéo de custos laboratoriais, reducao do tempo de limpeza e sanitiza-
cao das dornas e maior facilidade de controle automatico. A desvantagem € que as
fermentacdes continuas sdo mais suscetiveis a contaminacao bacteriana por longos
prazos de exposicao (FACCIOTTI, 2001).

Os custos iniciais e de operacdo muito maiores exigem sistemas de controles mais
sofisticados além de querer maior conhecimento do comportamento do micro-orga-
nismo em relacdo ao pH, temperatura, concentracdo de sacarose e alcool, concentra-
céo de biomassa, viabilidade celular dentre outros. (ATALA, COSTA e FILHO, 2000).

Na figura 15 segue um exemplo de fermentagcao continua.
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Figura 15: Esquema do processo de fermentacdo continua para producado de
alcool (In: Enciclopédia biosfera, Centro Cientifico Conhecer — Goiania, Vol.6;
N11; 2010).

3.3.4 Processo de fermentagcdo semi-continua

O processo fermentativo recebe a denominacéo de semi-continuo (figura 16) quando,
sao colocados no reator o meio de fermentacao e o inéculo, guarda—se o término da
fermentacao, retira-se a parte do meio fermentado, mantendo-se, no reator o restante
do mosto fermentado, adiciona-se ao reator um volume de meio de fermentacéo igual
ao volume do meio fermentado retirado anteriormente. (BORZANI, SCHIMIDELL,
LIMA e AQUARONE, 2001).

Diferencia-se do processo descontinuo alimentado por ter uma recarga no fermenta-
dor de modo instantaneo (CAMARGO, 2015).
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Figura 16: Representa a ilustragcdo de um processo semi-continuo
(In:www.ufpel.edu.br).

O meio de fermentacdo adicionado na operagdo n° 3 encontra, no reator as células
microbianas existentes no meio fermentado que nele foi mantido. O meio fermentado
nao retirado do fermentador na operacdo n° 2 serve de in6culo ao meio de fermenta-
cao alcodlica na operacdo n° 3. Reinicia-se, desse modo, a sequéncia de operacdes
acima descrita, que sera repetida enquanto ndo houver queda da produtividade do
processo (BORZANI, SCHIMIDELL, LIMA e AQUARONE, 2001).

Tem como vantagens possibilidade de operar o reator por longos periodos de tempo
(Meses), sem que seja hecessario preparar um novo inéculo, e as vezes ter uma pro-
dutividade maior que a descontinua (CAMARGO, 2015). E sua maior desvantagem é
o alto risco de contaminacdo devido aos longos periodos de cultivos (CENTRO CO-
NHECER, 2010)

3.3.5 Filtros das centrifugas de fermento

Utilizados normalmente entre a dorna de fermentacdo e as centrifugas, os filtros
atuam como elemento de segurancga contra solidos e materiais indesejaveis podendo
causar entupimento das centrifugas e desgastes desnecessarios, no qual comprome-
teria sua eficiéncia e rendimento (BITANT, 2008). A figura 17 mostra o filtro externa-

mente.
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Figura 17: Filtro de centrifuga com imagem externa
(In:www.prominasbrasil.com.br).

Ja a figura 18 mostra o filtro internamente.

Figura 18: Filtro de centrifuga com imagem interna
(In:-www.prominasbrasil.com.br).

3.3.6 Centrifugacéo

No processo de separacdo das células, usam-se centrifugas (FILHO, 2007). Nos pro-
cessos convencionais usados por praticamente todas as cerca de 400 usinas brasilei-
ras, o processo de separacdo do mosto do fermentado utilizado é a centrifuga onde
ocorre a separacao das leveduras e do vinho (FURTADO e SCANDIFFIO, 2006).

O principal objetivo desta etapa do processo €é separar o levedo do vinho e retorna-lo
a fermentacdo nas melhores condi¢cdes possiveis. A separagdo é realizada por um

rotor com boquilhas de descarga de sélidos (MAUSA, 2015).


http://www.prominasbrasil.com.br/produtos-para-filtragem
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O liquido em processo € alimentado continuamente no centro do rotor e é distribuido
para a periferia deste, por meio do cone de distribuicdo. A alta rotacéo forca este li-
quido a passar através de discos conicos, onde é separado pela forca centrifuga em
fase sélida e uma liquida (CENTRIPAR, 2009).

Devido a forca centrifuga das separadoras os fluidos com maior densidade se juntam
na parede do corpo do rotor da separadora, logo em seguida as duas partes do fluido
sdo descarregadas através de saidas separadas (ALFALAVAL, 2015). Como mos-

trado na figura 19

b “Ladrdo”
a Contra
i Transbordo

e N

Ca

Levedura

Leite ou Creme de ‘

Figura 19: Demonstra a centrifuga de fermento
(In:www.alvoradabebedouro.com.br).

3.3.7 Tratamento do levedo

Apés a centrifugacgdo, o fermento passa por um tratamento, com agitacdo constante,
para sua purificacdo e posterior reaproveitado no processo. O volume de fermento é
diluido com 0 mesmo volume de agua e adicionado acido sulftrico para fazer a corre-
céo do pH (LIMA, 2001). As vantagens de se utilizar a centrifugacédo sao devido ao
fato de néo gerar grandes volumes de torta seca, dificultando a assepsia do local e
requerendo alta demanda de mao de obra, e por ndo causarem severos problemas

de entupimentos (JUNIOR e KILIKIAN, 2005). Esse processo de reciclagem de células


http://www.alvoradabebedouro.com.br/
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por centrifugacéo € conhecido como processo de Melle-Boinot (RIBEIRO, BLUMER e
HORRI,1999). A partir deste processo pode-se obter fermentagdes mais puras, devido
ao pré-tratamento acido do levedo; elevado rendimento alcodlico; maior rapidez da
fermentacao pelo maior teor de levedo recuperado; alcool de melhor qualidade; dimi-
nuicao da contaminacgéo bacteriana; menos incrustacdes nos aparelhos de destilagao
pela retencdo do material organico pelas centrifugacdes. A figura 20 apresenta es-
guema geral do processo Melle-Boinot que consiste em fazer a reciclagem de células
para as proximas bateladas de fermentacdes e pré-tratamento do fermento com acido,

conferindo um meio menos contaminado (BASSETO, 2006).
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Figura 20: Esquema de tratamento do levedo (In:www.dspace.c3sl.ufpr.br)

3.3.8 Destilacao

A destilacado é utilizada na industria quimica para separar componentes quimicos em
produtos purificados, a separacao € obtida através das diferencas na volatilidade (ten-
déncia a se vaporizar) entre 0s varios componentes quimicos da mistura. Por exem-
plo, uma mistura de etanol e 4gua pode ser separada por destilagdo por que o etanol

€ mais volatil do que a agua (JUNIOR, 2010).

A destilacao é processada em trés colunas superpostas: A, Al e D. Nestas, o etanol
€ separado do vinho (inicialmente com 7 a 10°GL) e sai com a flegma vapores com
40 a 50°GL, (JUNIOR, 2012).
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A destilacé@o elimina ainda impurezas (ésteres e aldeidos). O vinho é alimentado no
topo da coluna Al, descendo pelas bandejas e sofrendo a epuracédo, sendo a flegma
retirada no fundo desta (bandeja A16) e enviada a coluna B, (REVISTA JATAI, 2012).

Os volateis principalmente ésteres e aldeidos, sdo concentrados na coluna D e retira-
dos no seu topo, sendo condensados em dois condensadores R e R1, onde uma fra-
cdo deste liquido (90 a 95%) retorna ao topo D e outra é retirada como alcool de 22,
com graduacéo de aproximadamente 92°GL (MECATRONICAATUAL, 2013).

A coluna A tem por finalidade esgotar a maior quantidade possivel de alcool do seu
produto de fundo, que é denominado vinhaca. Na retificacdo composto pelas colunas
B1 e B, é concentrar a flegma a uma graduacao de aproximadamente 96°GL e proce-
der a sua purificacdo com a retirada das impurezas que a acompanham, como alcoois
homologos superiores, aldeidos, ésteres, aminas, (MENEGUETTI, MAZEROBA,
2010).

A flegma é alimentada na coluna B onde é concentrada e purificada, sendo retirada,
sob a forma de alcool hidratado, duas bandejas abaixo do topo da coluna. Os volateis
retirados no topo de B passam por uma sequéncia de condensadores E, E1 e E2,
onde parte do calor é recuperada pelo vinho, uma fragdo do condensado é reciclada
e outra retirada como alcool de 22 (REVISTA JATAI, 2012).

Do fundo da B, é retirada uma solucao aquosa chamada flegmaca, solugdo que é
reciclada no processo ou eliminada. Os alcoois homélogos superiores, denominados
Oleos e alto, séo retirados de bandejas préximas a entrada da flegma. O 6leo alto
retorna a dorna volante e o 6leo fusel € resfriado, lavado, decantado e armazenado
para posterior comercializagdo (USINA ALCOESTE). A figura 21 mostra o fluxograma

da destilacéo.
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Figura 21: Fluxograma da produc¢éo de alcool hidratado
(In:www.mecatronicaatual.com.br).

Finalmente, ap6s a destilacao, obtém-se o alcool hidratado, produzido dentro das nor-
mas do "CNP-IAA", isto é, com grau alcodlico entre 92,6° e 93,8° INPM, par ser utili-
zado como combustivel. A destilacdo gera a vinhaca, de alta importancia para a la-
voura, pois é rico em sais minerais, mas que também é um agente poluidor de meio
ambiente. Se nao for tratada e usada de forma racional, pode poluir os rios, amea-
cando a fauna e as populactes que se abastecem dessa agua. A producéo de 01 litro
de alcool acarreta a producéo de 13 litros de vinhaga, que apés depositadas em tan-

gues naturais é enviada para a lavoura através de canais (UDOP, 2015).

O élcool a ser desidratado € inicialmente vaporizado e superaquecido antes de ser
enviado para as colunas de desidratacdo, que contém em seu interior um material
constituido basicamente por hidrossilicato de aluminio contendo micréporos, denomi-
nado zeolita, mais popularmente conhecido como peneira molecular. Esta rede de
micréporos absorve a agua e deixa passar os vapores de alcool que sédo posterior-
mente condensados na forma de alcool anidro. Periodicamente € realizada a regene-
racdo da zeolita pela passagem sob vacuo de vapores alcéolicos que sdo posterior-
mente destilados para recuperacdo do alcool neles contidos (JUNIOR, 2012).

Neste caso sdo utilizados zeolitos denominados tipo 3A, significando que o diametro
nominal dos microporos tem 3 angstrons (angstron € uma unidade de medida que
equivale a 1010 centimetros) (DEDINI, 2015).


http://www.mecatronicaatual.com.br/
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Visto que a molécula de etanol tem uma dimensdo maior que 3 angstrons enquanto
que a molécula de dgua tem dimensao menor que 0s 3 angstrons, a mistura alcodlica
passando pela peneira molecular, deixa a agua adsorvida por esta peneira e “presa’
no interior dos poros e a do etanol, por ser maior passa pela peneira (SERMATEC,
2015).

3.3.9 Etapas finais

Os alcoois produzidos, hidratado e anidro, sdo quantificados através de medidores de
vazao ou tanques calibrados e enviados para armazenagem em tanques de grande
volume, onde aguardam sua comercializac&o e posterior remogao por caminhdes (JU-
NIOR, 2012).
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4. CONTAMINANTES BACTERIANO NA FERMENTACAO

No Brasil ndo é usual esterilizarem-se 0s mostos nas destilarias de alcool e de aguar-
dente. H4 uma reducdo dos microrganismos apenas quando se faz a clarificacdo do
caldo por aquecimento, mas ndo é uma esterilizacéo, pois apoés a clarificacdo, o0 meio
é resfriado e colocado em dornas sem todos os cuidados necessarios para manter um
ambiente livre de microrganismos (BORZANI, SCHIMIDELL, LIMA e AQUARONE,
2001).

Um dos prejuizos causados pelas bactérias contaminantes no processo de producgao
de etanol é o consumo da sacarose que resulta na formacdo dos &cidos laticos e
acéticos como os principais acidos organicos formados. H4 também a influéncia dos
metabolitos produzidos pelas bactérias contaminantes e a floculacéo de leveduras que

sao responsaveis por uma queda no rendimento alcodlico (NOBRE, 2007).

A induastria sucroalcooleira sofre o efeito do crescimento de contaminantes que cau-
sam perdas de acucar ou desviam para outros compostos em lugar do etanol, o que
representa prejuizos no rendimento industrial, podendo também causar problemas de

ordem operacional ou inibir a levedura produtora de etanol (OLIVA-NETO, 1995).

Um dos grandes problemas durante o processo de producéo de alcool é a sobrevi-
véncia de micro-organismos contaminantes ap0s o tratamento térmico. Estes micro-
organismos sao responsaveis pela recontaminacao do mosto desde a saida do de-
cantador, passando pelos trocadores de calor, até a chegada as dornas de fermenta-

céo, onde ha um aumento da populacao bacteriana (ALCARDE, 1995).

As fermentacdes conduzidas em presenca de 5,0x10° bactérias, sendo que 5,0x103
eram produtoras de acido, apresentaram rendimento 11,4% menor que quando estas
nao estavam presentes (ALCARDE e WALDER, 1997).

A formacao de goma, que € um metabdlito produzido pelas bactérias contaminantes,
causa problemas operacionais na industria por aumentar a viscosidade do caldo, cau-
sando entupimento nas tubulagdes, centrifugas, peneiras e trocadores de calor. Den-
tre os principais microrganismos produtores de goma estdo espécies de Bacillus, Leu-

conostoc mesenteroides e Lactobacillus confusus (ALCARDE, 2000).
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TILBURY et al. (1977), avaliando perdas de acucar com a formacdo de gomas em
unidades industriais, relataram que estas podem alcancar até 3 kg por tonelada de
cana-de-acucar e citaram que 62% destas perdas estdo associadas aos microrganis-
mos contaminantes. SERRA et al. (1979) as bactérias que produzem gomas podem

acarretar queda do rendimento da fermentagéo da ordem de 15%.

A floculagédo do fermento (formacgéo de flocos compostos de células de leveduras e
bactérias) diminui a velocidade de fermentacao, diminuindo a area de contato entre a
levedura e substrato, causando problemas operacionais, tais como aumento de fundo

de dorna e dificuldades na operacédo das centrifugas (NOBRE, 2005)

Apesar das bactérias do género Lactobacillus também serem citadas como possiveis
floculantes, no estudo realizado por Yokoya & Oliva-Neto (1991), utilizando diversas
espécies e linhagens de Lactobacillus, verificaram que apenas algumas linhagens de
L. fermentum foram causadoras da floculacdo de leveduras ligada a presenca da cé-

lula da bactéria.

O mecanismo de floculacédo de leveduras por bactérias parece ser de natureza pro-
téica, pois tratamentos com peptidohidrolases, tais como papaina, bromelina e ficina
causaram reversao total ou parcial da floculagdo. A atividade destas enzimas nao cau-
sou alteracao na viabilidade celular de S. cerevisiae, bem como nédo afetou o cresci-
mento da bactéria floculante L. fermentum (FREGUGLIA, 1997).

AMORIM et al. (1981) citaram que, quando a contaminacao bacteriana atinge niveis
superiores a 1,0x107 células/mL de mosto, pode ocorrer uma significativa queda no
rendimento alcodlico. Assim o ndo controle da contaminacao bacteriana pode ocasio-
nar indiretamente um abaixamento no rendimento da fermentacdo pelo aumento da
viscosidade do vinho, ocasionando uma maior perda do fermento no vinho centrifu-
gado e pelo maior consumo de acucar, desviando-o da producéo de alcool (AMORIM
& OLIVEIRA, 1982).

Desde que a fermentacéao industrial, pela dimenséo do processo nédo é conduzida em
condi¢cbes de completa assepsia, a contaminacao bacteriana, principalmente de Lac-

tobacillus e Bacillus, esta sempre presente e. dependendo de sua intensidade, com-
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promete o rendimento do processo fermentativo. As altas temperaturas na fermenta-
céo favorecem a contaminacéo bacteriana, o0 aumento do tempo de fermentacgéo e o
estresse da levedura (BORZANI, SCHIMIDELL, LIMA e AQUARONE, 2001).

4.1 PRINCIPAIS ESPECIES DE BACTERIAS CONTAMINANTES

Durante o processo industrial de producao de etanol ocorre a sobrevivéncia de micro-
organismos apos o tratamento térmico do caldo, fato que proporciona a contaminacao
do mosto desde a saida do decantador, passando pelos trocadores de calor, até a
chegada as dornas de fermentacdo, onde ha um expressivo aumento na populacao
bacteriana (ALCARDE, 1995).

O pH relativamente baixo dos caldos das moendas favorece o crescimento de espé-
cies consideradas acidofilas de géneros como Leuconostoc e Lactobacillus. Por outro
lado, em outras etapas, as altas temperaturas associadas ao pH favorecem alguns

microrganismos terméfilos esporulados (CHERUBIN, 2003).

Bactérias dos géneros Acetobacter, Lactobacillus, Bacillus, Clostridium, Enterobacter,
Leuconostoc, e Streptococcus, Sdo 0s contaminantes mais atuantes e geralmente as-
sociados aos fracassos da fermentacéo alcodlica devido a formacao de acido laticos
e outros acidos organicos, além de estarem associados a floculacdo (AMORIM & OLI-
VEIRA, 1982).

Foram feitas pesquisas em amostras de vinho de dornas em final de fermentacéo e
identificou como as principais bactérias contaminantes presentes: B. subtilis; B. me-
gaterium, B. brevis, Acinetobacter, Calcoaceticus, Lactobacillus. SP; Micrococus lylae,

Leuconostoc mesenteroides, e Planococcus SP (RONDINI, 1985).

Isolou-se e cultivou microrganismos de amostras de fermento centrifugado, fermento
tratado com acido sulfarico, mosto, vinho inicial e vinho final proveniente das destila-
rias e identificou as principais bactérias contaminantes do processo: Lactobacillus sp
(45%), Leuconostoc mesenteroides (14,4%), Bacillus sp (9,5%), Acetobacter sp (7,4
%), Enterobacter sp (6,7%) e Sporolactobacillus. sp (3,6%), (ROSALES, 1989).
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A bactéria (figura 22) € um microrganismo procarionte que pode apresentar 3 formas

celulares que sao: elipsdida / esférica, bastonetes e espiraladas / helicoidal. As formas

esféricas variam de tamanho de 0,5 um a 1,0 um de didametro sendo que os bastonetes

variam de 1,0 um a 5,0 um de comprimento é de 0,3 um a 1,0 um de largura. Estas

caracteristicas podem ser usadas para a caracterizacdo das espécies bacterianas

(PELCZAR et al; 1997). A célula bacteriana é composta por: parede celular, mem-

brana celular, citoplasma, material nuclear e flagelo (em alguns casos), (ALMEIDA,

2014).

fageio

ONA (nuclaceda)

membrana plasmatica

Figura 22: Célula de bactéria com sua respectiva estrutura
(In:www.portaldoprofessor.mec.gov.br).

Durante o crescimento bacteriano o processo mais comum de divisdo célula (multi-
plicacdo) é a fissdo binaria (ALMEIDA, 2014).

4.2 PONTOS POSSIVEIS DE CONTAMINACAO


http://www.portaldoprofessor.mec.gov.br/
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Diversos fatores, fisicos (temperatura, pressdo osmatica), quimicos (pH, oxigenacéo,
nutrientes minerais e organicos, inibidores) e microbiolégicos (espécie, linhagem e
concentracdo da levedura), afetam o rendimento da fermentacé&o, ou seja, a eficiéncia
da converséo de acucar em etanol. Geralmente as quedas na eficiéncia fermentativa
decorrem de uma alteragdo na estequiometria do processo, levando a maior formacéao
de produtos secundarios, especialmente glicerol e acidos organicos, e biomassa
(BORZANI, SCHIMIDELL, LIMA e AQUARONE, 2001).

No entanto, no decorrer de todas as etapas do processamento da cana o numero de
bactérias no caldo pode aumentar significativamente. Onde podem influenciar nesse
processo como: a qualidade da matéria-prima (cana), o tempo prolongado entre o
corte e a moagem, o tempo de queima, a forma de colheita, que pode ser manual ou
mecanizada, determinando a quantidade de terra agregada, o armazenamento, as
condicdes e variagdes climaticas, e até mesmo a falta de higienizacdo nos equipa-
mentos que ficam em contato com o caldo. Durante essas etapas, a cana pode sofrer
lesBes que favorecem a penetracdo de microrganismos nos colmos, agravando o pro-
blema (FERNANDES e VIEIRA, 2012).

Estes critérios devem ser compartibilizado entre os produtores de cana que deve for-
necer uma matéria prima de qualidade e a industria que visa um bom rendimento e

produto de qualidade.

4.2.1 Solo

Uma vez que o solo é o grande reservatorio bioldgico de microrganismos, a contami-
nacao que atinge a industria, em sua maior parte, tem nele sua origem. A contamina-
cao chega até a industria mediante a terra aderida as raizes, caule, folhas, agua, par-
ticulas carregadas pelas correntes aéreas, onde no corte os colmos ficam expostos
facilitando a contaminacdo (CONHECER, 2010).
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Foi constatado que as espécies de microrganismos (leveduras e bactérias) encontra-
das na industria sdo as mesmas daquelas presentes no solo da lavoura de cana (AN-
DRIETTA, 2011).

4.2.2 Cana

A cana de acgUcar € uma das maiores e mais antigas culturas agricolas exploradas no
Brasil, assumindo grande importancia sécio econémica, e permanecendo em expan-

sdo com surgimento de vérias usinas segundo levantamento da CONAB (2010).

A qualidade da cana é muito importante, pois ela é a principal entrada de contaminan-
tes, além de outros fatores que podem influenciar no nivel de contaminantes como: o
tempo de queima, pragas (brocas, cupins, e etc.), tipo de colheita (manual ou meca-
nizada), influenciando na quantidade de terra que vem junto, armazenamento e o
clima. Uma temperatura alta (800 a 1000°C) na queima durante a colheita podera
causar danos casca da cana possibilitando a entrada de microrganismos e sua con-
taminacao (VALSECHI, 2006).

As impurezas da cana de acUcar podem causar, perda de capacidade de moagem e
de extracdo, aumento do consumo energia no preparo da cana, desgaste de equipa-
mentos, dificuldade para tratamento do caldo, dificuldade para fabricacdo de agucar
de qualidade, reducéo do rendimento da fermentacédo, problemas operacionais com a
caldeira, reducdo na densidade da carga /aumento do custo de transporte (CETEC,
2011).

Ha fatores intrinsecos e extrinsecos que influenciam na qualidade do caldo, os intrin-
secos estdo relacionados a composicao da cana (teores de sacarose, acucares redu-
tores, fibras, compostos fenélicos, amido, acido aconitico e minerais), sendo estes
afetados de acordo com a variedade da cana, variagdes de clima (temperatura, umi-
dade relativa do ar, chuva), solo e tratos culturais. Os fatores extrinsecos estao rela-
cionados a materiais estranhos ao colmo (terra, pedra, restos de cultura, plantas inva-
soras) ou compostos produzidos por microrganismos devido a sua agao sobre os agu-
cares do colmo (EMBRAPA, 2015).
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4.2.3 Armazenagem da cana

Normalmente, encontra-se nas unidades industriais o “patio de cana”, que funciona
como um estoque para atender as flutuagcdes de entrega da matéria prima. A armaze-
nagem pode ser feita até 24 horas, pois além desse tempo h& uma deterioracdo acen-
tuada da cana e consequentemente, um aumento do nivel de contaminantes (MUT-
TON, 2003). A cana de acucar é uma matéria prima altamente perecivel, sujeita a
decomposicao bioguimica e microbiolégica apds sua colheita. As alteracdes estéo re-
lacionadas com variedade da cana, estado de maturagao, geadas, estado de sanidade
dos colmos, perdas por inversao e desenvolvimento de microrganismos onde a cana

fica azeda causando grandes problemas a fermentacéo (FILHO e NOGUEIRA, 2013).

4.2.4 Lavagem da cana

A cana colhida inteira (corte manual) € normalmente lavada para diminuir as impure-
zas (que afetam negativamente o processamento da cana) na propria mesa de recep-
cdo da cana; no caso de cana picada (corte mecanizado), a cana nao pode ser lavada,
pois esta lavagem provoca perdas de sacarose, por isso algumas usinas estdo come-
cando a utilizar o sistema de limpeza a seco, baseado em jatos de ar sobre a cana
(NOVA CANA, 2015).

4.2.5 Mosto

O principal problema do contaminante, em um mosto em fermentagédo, sdo a agua
para diluicdo, a transformacao das matérias primas fermentesciveis para outras subs-
tancias que ndo o produto desejado, reduzindo a produc¢édo, rendimento, produtividade

do processo e ainda fazendo aparecer substancias nem sempre desejaveis no final,
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as temperaturas elevadas do mosto que ocasionam aumento da proliferacéo bacteri-
ana; reducéo da viabilidade celular; queda no rendimento fermentativo, probabilidade
maior de floculacdo (TELEKEN, 2014).

Para uma fermentacdo eficiente, € necessario que 0s nutrientes estejam em

concentragOes adequadas. A tabela 1 mostra valores recomendados para cada

nutriente.
Mineral Variagdo do mosto Recomendagéo
(mg/L) (mg/L)
N — assimilavel (NH** | 7 - 350 100 — 300
R — NH2)
Fosforo (P) 20 - 200 50 — 25
Potéssio (K) 300 - 1200 700 — 1300
Magnésio (Mg) 80 - 3900 100 — 200
Enxofre (S) 80 - 3900 Abaixo de 100 - 20
Célcio (Ca) 150 - 2000 Abaixo de 100 - 20
Zinco (Zn) 0,45-9 1-5
Cobre (Cu) 0,20 - 8 1-5
Manganés (Mn) 2-8 1-5
Aluminio (Al) 5-240 < 300 (mosto de caldo)

Tabela 1 — Concentragdes de nutrientes minerais no mosto para se obter ade-
quada fermentacéo alcodlica (In: AMORIM, 2005).

4.2.6 Temperatura

As leveduras sdo mesdfilas. As temperaturas 6timas para a producao industrial de
etanol situam na faixa de 33°C, mas, ndo raramente, a temperatura alcanca 38°C. A
medida que a temperatura aumenta, aumenta a velocidade da fermentacéo, mas fa-
vorece a contaminacao bacteriana, a0 mesmo tempo que a levedura fica mais sensi-
vel a toxidez do etanol. Por outro lado, temperaturas elevadas permitem maior perda
de etanol por evaporacdo em dornas abertas. Tais aspectos justificam o controle da
temperatura no processo industrial (BORZANI, SCHIMIDEEL, LIMA e AQUARONE,
2001).
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A temperatura é uma das condicfes ambientais que mais afetam a atividade de mi-
crorganismos, influenciando no crescimento, metabolismo, capacidade fermentativa e
viabilidade celular em leveduras (BATISTA, 2001).

Aumentos da temperatura de fermentacdo produzem uma forte diminuicdo da viabili-
dade celular, devido ao aumento das taxas de producao e acamulo de &lcool no meio
e nas células (STECKELBERG, 2001).

4.3 OUTRAS EVIDENCIAS DE CONTAMINACAO.

4.3.1 Cheiro

Quando a fermentacgédo alcodlica se apresenta normal, o cheiro é penetrante, agrada-
vel, e caracteristico, em funcdo da matéria prima utilizada na preparacdo do mosto.

Se fora deste padréo indica possiveis contaminacgdes (FILHO e NOGUEIRA, 2013).

4.3.2 Espumas

Quando ha contaminacfes as bolhas tornam se maiores pela coalescéncia de bolhas
menores e, quando se rompem, com dificuldade, ja sdo grandes e irregulares em ta-
manho e forma, com certa opacidade, ndo mantendo o mesmo padrédo, como no caso
de uma fermentacdo normal. Adicdo de antiespumantes é pratica generalizada na fer-
mentacao alcodlica industrial, como forma de controlar a quantidade de espuma du-
rante a fermentacéo (FILHO e NOGUEIRA, 2013).

4.3.3 Floculacao

A floculacdo € um fenbmeno apresentado por leveduras, as quais se unem em agre-
gados denominados flocos constituidos por varias células. A ocorréncia da floculacéo

na fermentacéo alcodlica pode ser causada pela presenca de linhagens floculentas
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do género Saccharomyces e por bactérias contaminantes. Nas usinas de alcool a con-
taminacdo bacteriana é considerada a principal responséavel pela floculacédo do fer-
mento (FURTADO e ALCARDE, 2010).

A contaminacdo bacteriana é o mais frequente agente estressante presente na fer-
mentacdo. O maior efeito das bactérias na levedura e no rendimento da fermentacao
é fisico, pois os flocos decantam no fundo da dorna ocasionando na centrifugacao
entupimento de bicos e canaliza¢des, ocorrendo muita perda de levedura, diminuindo
o rendimento (AMORIM, 2005).

A diversidade dos microrganismos e dos agentes envolvidos na floculagdo do fer-
mento nas dornas de fermentacéo, e o grande volume de mosto manuseado durante
a fermentacdo alcodlica industrial, tornam o controle do processo um desafio de
grande importancia e dificuldade (FURTADO e ALCARDE, 2010).

A Figura 23 mostra as leveduras isoladas (A) e a leveduras floculadas (B)

Figura 23: leveduras isoladas(A) e leveduras floculadas(B)
(In:www.unicentro.br).

4.3.4 Trocadores de calor

Os trocadores de calor consistem em uma série de finas placas corrugadas com ga-
xetas. Estas placas sdo comprimidas em uma estrutura, criando canais de passagem
paralelos. Os canais sdo especialmente desenvolvidos para induzir a maxima turbu-

|éncia em ambos os fluxos, para garantir a maxima eficiéncia na transferéncia de calor.
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O fluxo é contra-corrente no qual um dos fluidos entra no trocador pela conexao su-
perior, enquanto que o outro entra pela conexao inferior, garantindo melhores resulta-
dos nos sistemas de aquecimento ou resfriamento. Basicamente, a transferéncia de
calor ocorre ao aproximar dois fluidos a temperaturas diferentes, desta forma um fluido
aguece ou resfria o outro (ALFA LAVAL, 2014).

Os trocadores de calor apresentam inconvenientes como baixa velocidade do mosto,
incrustacdes nas placas, focos de contaminacédo, principalmente bactérias e dificul-
dade de assepsia. Assim € de extrema importancia a assepsia com flegmaca a 95°C
(PINTO, 2014).

No trocador de calor pode ocorrer formacao de biofilme, quando existe populagéao
bacteriana suficiente e podem ser secretados polimeros, que incrustam nas placas
(ANDRIETTA, 2005).

A figura 24 apresenta trocador de calor aberto

Distribuigdo de fluxo em um trocador de
calor a placas

Figura 24: Trocador de calor aberto (In: www.alfalaval.com.br).

A figura 25 mostra o trocador de calor fechado


http://www.alfalaval.com.br/
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__d

Figura 25: Trocador de calor fechado (In: www.alfalaval.com.br).

A figura 26 (A), mostra placa de trocador de calor com gomas e bactérias e a (B)

mostra a placa do trocador apés a limpeza.

Figura 26: (A) Placas incrustadas (B) Placas limpas (In:www.oxiclima.com.br).


http://www.alfalaval.com.br/
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5. CONTROLE DA CONTAMINACAO BACTERIANA NA FERMENTA
CAO ALCOOLICA.

5.1 PRINCIPAIS PONTOS DE CONTROLE

Uma série de medidas podem ser adotadas para minimizar os problemas de contami-
nacdo. O primeiro cuidado é com a qualidade da matéria prima. H& a necessidade da
utilizacdo de agua de boa qualidade para diluicdo do fermento e do mosto. O trata-
mento térmico do caldo deve ser realizado com regularidade, a temperatura de 110°C
— 112°C ou superiores, que permite a reducdo de bactérias para niveis de 10* bacté-
rias/ml. Recomenda-se detectar e eliminar os chamados pontos mortos, principal-
mente nas operacoes de resfriamento e distribuicdo do mosto (GALLO & CANHOS,
1991)

As dornas devem possuir preferencialmente fundo cénico (45°) e receber cuidadosa
limpeza, fundamental para a assepsia do processo. Neste aspecto, mostra-se efici-

ente sua lavagem com o uso de bicos de alta pressédo (MELLO, 2012).

Deve ser evitada temperaturas elevadas (acima de 35°C) pois favorecem a multiplica-
cao de bactérias, reduzem a viabilidade do fermento e aumentam a acidez produzida
durante o processo (PINTO, 2014).

A correta aplicagcdo de insumos deve ser observada. No caso dos antibioticos, deve-
se realizar previamente o teste de sensibilidade para determinar o produto mais ade-
guado e o modo de aplicacdo, sendo recomendado sé quando os niveis de contami-
nacgdo ultrapassam 8x10° bastonetes/mL. O emprego de acido sulfirico também pre-
cisa ser bem estudado, pode afetar a viabilidade do fermento (GALLO & CANHOS,
1991).

A luta contra a contaminacao bacteriana, no entanto, prossegue incansavelmente,
apesar de todos os cuidados, novos focos sempre surgem e se espalham rapidamente
no processo industrial. Para resolver em definitivo esse problema, o prof. Amorim con-

sidera que a tendéncia, no futuro, € a industria trabalhar com mosto esterilizado. Este
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procedimento j4 é viavel tecnicamente, mas os empresarios relutam em adotéa-lo, por
causa do seu alto custo (INOVATRONIC, 2008).

5.1.1 Cana de acgucar

Quanto menor o tempo entre a queima/corte da cana e a moagem, menor sera o efeito
de atividades microbianas nos colmos que ocorrem e melhor sera a qualidade da ma-

téria-prima entregue a industria (VIAN, 2015).

A tabela 2 mostra indicadores e valores recomendados.

Indicadores Valores recomendados

FOL =14
FPureza (F OLBrix) =05%
ATR (sacarose, glicose, frutose) =15% maior possivel
AR (glicose, frutose) =05 %%
Fibra 11 a 13 %%
Tempo de gqueimalcorte = gue 35 horas para cana com corte manual
Terra na cana [mMinerais] =5 kot cana
Contaminagdo da cana =50 % 105 bastonetes/ ml no caldo
Teor de alcool no caldo da cana =06 %% ou =0 4% Brix
Acidez sulfarica =0 .20
Dextrana =500 ppmfBrix
Amido da cana =500 ppmdBrix
Broca da cana = 1,0%
indice de Honig-Bogstra =025
Falhico na cana =5 ,0%
Acido aconitico =1.500 pprmdBrix

Tabela 2: Indicadores da qualidade e valores recomendados para a cana
(In: RIPOLI & RIPOLI, 2004).

5.1.2 Lavagem da cana

As canas colhidas manualmente normalmente séo lavadas para diminuir suas impu-
rezas que prejudicam o processo, ja a cana colhida por maquinas € utilizado a lava-

gem a seco para néo ocorrer grandes perdas de sacarose (NOVACANA, 2015).
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Na saida das caixas de tratamento de agua, é feita a coleta para quantificar a popula-
céo bacteriana na agua de retorno do decantado. A agua de lavagem da cana deve
manter pH entre 10 e 11 (FERNANDES e VIEIRA, 2012).

5.1.3 Assepsia nas moendas

A assepsia nas moendas com bactericidas é considerada fundamental para o pro-
cesso, porque quanto melhor esse caldo chegar para a etapa de tratamento, melhores
sao os resultados obtidos no processo de producdo (JORNAL DA CANA, 2015).

5.1.4 Tratamento do caldo

O caldo extraido pela moenda passa por diversas etapas de tratamento, antes de ser
encaminhado a producdo de acgucar e alcool. Este caldo é peneirado para remocao
de impurezas mais grosseiras; impurezas menores (soluveis, insollveis ou coloidais)
nao sdo removidas apenas com a utilizacdo de peneiras, no caso deste tipo de impu-
rezas, € adotada uma sequéncia de procedimentos na intencdo de elimina-las. Estas
impurezas podem entopir o bico das centrifugas impedindo uma separacgéao eficiente
do fermento (RIBEIRO, 2008).

A calagem, consiste na adicdo de leite de cal, a fim de coagular materiais coloidais,
auxiliar na precipitacéo e correcédo do pH para valores neutros. O aguecimento nesta
etapa visa principalmente o aumento a eficacia do processo de decantacédo, por sua
vez a decantacdo visa separar o caldo das impurezas soélidas. O caldo é aquecido a
120°C, concentrando a 20°brix. Este aquecimento favorece a fermentacao por fazer
uma esterilizacdo das bactérias e leveduras selvagens que concorreriam com a leve-
dura do processo de fermentacdo. Em seguida o caldo vai para o evaporador e o lodo
para o filtro. No filtro por vacuo, é retirada uma parcela de sacarose do lodo e o residuo
denomina-se torta. A torta de filtro é utilizada na cultura da cana-de-acucar. No eva-
porador é retirada a agua presente no caldo (contida na cana e adicionada nas fases
anteriores do processo), adequando a concentracdo do caldo para a fermentacao
(USINA SAO FERNANDO, 2015).



62

5.1.5 Agua de boa qualidade

Agua é considerada de boa qualidade para o processo quando apresenta temperatura
em torno de 25°C, esta livre de residuos infiltrados pelo lencol freatico, com baixa
dureza (Célcio) e boas caracteristicas microbiol6gicas contendo contagem menor que
102 bact/mL (VALSECHI, 2006).

5.1.6 Sulfito

Um dos componentes do melaco que pode afetar a fermentacdo € o sulfito. Ele é
normalmente utilizado no processo de clarificacdo do caldo enviado a fabricacdo de
acucar, estando presente em grandes concentracdes no melagco da cana-de-acucar,
interferindo na queda do rendimento fermentativo na viabilidade celular das leveduras
(CORACA, 2012). Identificou - se que a presenca do sulfito em baixas concentracées
(em até 100ppm), traz mais beneficios do que efeitos toxicos a levedura, como redu-
cdo da contaminacao bacteriana. Acima do nivel ideal, o enxofre, na forma de sulfito,
aumenta a producéo de glicerol e inibe o desenvolvimento das leveduras, que com o

passar do tempo, se adaptam a essa situacdo (AMORIM, 2005).

5.1.7 Uso do acido sulfdrico

Apos a centrifugacéo, o creme de levedura é enviado para as cubas, onde sera diluido
e tratado severamente, com adicdo de &cido sulfurico, antes de retornar para o pro-
cesso. O pH do meio é acidificado em torno de 2,5 ou menos, dependendo do nivel
da contaminacéo bacteriana. Esta suspensao de fermento diluido e acidificado € co-
nhecida na préatica como pé-de-cuba, permanecendo em agitacdo de uma a trés ho-
ras, esperando o retorno para a dorna de fermentagcdo (FURTADO; SCANDIFFIO,
2006).
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O pH é um fator importante para as fermentacdes pois auxilia no controle da contami-
nacéo bacteriana quanto ao seu efeito sobre o crescimento da levedura, taxa de fer-

mentacao e formacao de subprodutos (SOUZA, 2009).

Tratamento com &cido sulfarico, é pratica comum para o controle da infeccdo contida
no fermento. Observa-se reducao de 44,3% da contaminag&o microbiana em fungao
do tempo e do vigor desse tratamento. Porém, quando a levedura esté floculada por
inducdo bacteriana, esse tratamento apenas induz a separacao do fermento e das
bactérias, mas néo elimina totalmente. O tratamento com acido sulfurico é realizado
apos cada ciclo fermentativo para evitar 0 aumento da contaminacdo bacteriana e
diminuir a floculagédo (CORACA, 2012).

5.1.8 Antissépticos

Para controlar o problema das contaminacfes, aconselha-se o uso de antissépticos
capazes de criar ambiente favoravel ao desenvolvimento das leveduras e desfavora-
vel a outros microrganismos (CAETANO e MADALENO, 2011).

Cada antisséptico atua de uma forma diferente, agindo sobre um ou mais grupos de
microrganismos. Alguns agem favoravelmente as leveduras, ao mesmo tempo que
inibem bactérias e fungos. O &cido sulfarico que se adiciona no tratamento do levedo,
os antibidticos através de suas caracteristicas bacteriostaticas (LIMA, 2001).

5.1.9 Uso do di6oxido de cloro

Produto utilizado na fermentacao alcoodlica com a finalidade de controlar o aumento
de bactérias e aumentar a performance do processo fermentativo. A utilizagdo do Dio-

xido de Cloro tem a vantagem de eliminar o uso de antibioticos, devido sua elevada
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eficiéncia no controle bacteriolégico, evitando a geracao de populagdes resistentes de
microrganismos (ALCOOLINA, 2015).

5.1.10 Mosto

O mosto deve apresentar isencao de soélidos (bagacilho, areia, terra), temperatura de
32°C, contaminacdo < 102 e nutrientes necessario para o bom desempenho das leve-
duras (TELEKEN, 2014).

Visando assegurar uma menor quantidade de bagacilhos ou residuos sélidos no acu-
car e no mosto, o caldo clarificado passa por uma filtracdo adicional. Essa filtracao
pode acontecer tanto na peneira rotativa que se encontra ap0s os decantadores

quanto nas peneiras abertas (RIBEIRO, 2008).

5.1.11 Assepsia na fermentacao

Para que a fermentacéo transcorra de forma adequada € necessario que haja a com-
petente limpeza das dornas, evitando assim a proliferacdo de microrganismos infec-
tantes. Os parametros a serem considerados sdo a vazao e a cobertura, além do im-
pacto, distancia e padrédo do jato. Com o objetivo de reduzir custos com energia e
solu¢Bes de limpeza deve-se usar a menor vazao possivel (JORNAL DA CANA, 2013).

Para a remocao das bactérias é recomendado o uso do flegmaca, proveniente da
coluna B devido sua grande eficiéncia, alta temperatura em torno de 90°C, baixo custo
de instalac@o que além da limpeza nas dornas, séo utilizados na remocao de bactérias
nos trocadores de calor (MELLO, 2012).

5.1.12 Spray ball
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O Spray Ball € um equipamento rapido que gira 360°, e eficiente para a limpeza de
tanques entre um processo e outro, sendo responsaveis pela aspersdo de solucéo
nas superficies sujas e contaminadas, evitando a contaminacéo cruzada de seus pro-
dutos, ligado através de e uma tubulacdo a uma bomba centrifuga o Spray Ball lanca
jatos de 4gua em todas as dire¢cdes dentro do tanque removendo os residuos. Tem
como vantagem; a melhoria da eficiéncia da limpeza, maior qualidade, e uma padro-
nizacao da limpeza (FORNI, 2007).

Ocorre a diminuicdo dos custos com energia (vapor), decorrentes do aquecimento das
dornas, além de manter a melhora da qualidade da fermentacéo ajudando a eliminar
as bactérias contaminantes presentes no processo, onde o spray ball atinge alta ve-
locidade de rotacdo (PRONEX, 2015). A figura 27 mostra o spray ball.

Figura 27: Spray ball utilizado na limpeza interior das dornas
(In:www.alfalaval.com.br).

5.1.13 Antibiéticos

Denominam-se antibi6ticos, compostos organicos, podendo ser naturais ou sintéticos,

e que inibem o crescimento ou possam causar a morte de microrganismos especifi-
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cos. Devido os microrganismos alvos serem especificos, o constante uso de antibioti-
cos para o controle de contaminacao em industrias pode induzir a selecdo de micror-
ganismos resistentes (EGUCHI, 2007). Quando o antibiotico Kamoran WP foi lancado,
a indicacédo de dosagem era de 1 a 3 ppm, mas esta foi alterada atualmente para 4
ppm, demonstrando assim, a resisténcia das bactérias a este composto (SILVA,
2010). Em diversos paises, ndo é permitido a utilizacdo de levedura, tanto para ali-
mentacao animal ou alimentacdo humana, que contenha residual de antibioticos, tor-
nando o uso de antimicrobianos de origem natural uma alternativa segura, eficaz e
econdmica (BREGAGNOLI, 2006).

A associacédo de antibioticos € uma prética utilizada nas destilarias e pode ser vanta-

joso no combate a contaminacao bacteriana (STROPPA, 1998).
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6. AUTOMACAO E CONTROLE NO PROCESSO DE FERMENTACAO

A automacao consiste na sistematizacdo das operacdes continuas e batelada fazendo
com que o resultado fiqgue muito préximo de uma operacao totalmente continua, sem
ou com pouca intervencao do operador (REVISTA ALCOOLBRAS, 2012). Este con-
ceito se aplica em qualquer formato operacional, em usinas que possuem fabrica de
acucar onde o mel € um dos componentes para o preparo de mosto, ou de destilarias

onde o processo inicia no tratamento do caldo (SMAR, 2015).

Na automacao ndo ha controle do processo biolégico, este deve ser cuidado por es-
pecialista na area, porém, serve para dar condicdes de que este especialista possa
definir e reproduzir em todas as dornas o perfil adequado de conducdo do processo
qgue melhor condiz com as expectativas. Na fermentacdo, a automacao consiste no
acionamento de um conjunto de valvulas on/off que sdo comandadas pelo programa
de automacéo respeitando uma logica de passos que sao divididas em seis grandes
etapas: transferéncia do pé de fermento, alimentacdo de mosto, assepsia da linha de
mosto, acionamento da bomba de resfriamento e do agitador da dorna, transferéncia
para centrifugacdo e assepsia da dorna, controle de temperatura e ante espuma
(MARCAL, 2009).

Estas operacdes séo todas realizadas de modo automatico, num centro de operacdes
industrias (COI), com informagdes on-line e em tempo real (EDITORA VALETE, 2008).
A logica de enchimento e centrifugacdo das dornas esté interligada, interferindo e so-
frendo interferéncia de outra légica em batelada que é a o tratamento de levedura, ou
seja, quando ha a troca de dorna, também de maneira automatica acontece a troca

da cuba conforme o diagrama de ocupagéo (BIOCONTAL, 2013).

Define-se valor de set point de nivel e o volume de &cido necessario que o programa
comanda o acionamento da bomba, calculando o tempo necessario para que a bomba
figue em funcionamento. Procedimento semelhante acontece para a dosagem de dis-
persante, com a troca de cubas o volume restante de agua é colocado (MARQUES,
2009).
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A condugéo da alimentacéo de mosto também é executada de maneira automatica e
0 momento em que ele deve ser iniciado também respeita um dos passos na progra-
macéo (SMAR, 2015)

Para cada dorna de fermentacédo existe uma receita onde se define tempos, tempera-
turas, valores de niveis e volumes que déo condi¢bes do programa executar a bate-
lada de modo automético, inclusive os parametros necessarios para o enchimento
com mosto tais como: tempo de enchimento, volume total da dorna, volume do pé de
fermento e nivel final de enchimento. Define-se também o perfil que o enchimento que
pode ser alterado a qualquer momento, assim como a receita que é individual para
cada dorna e pode ter a sua batelada definida de acordo com a qualidade do fermento,
inclusive o enchimento (BIOCONTAL, 2013).

O controle de temperatura deve ser automaticamente colocado em operacéo toda vez
que seja necessario a remocao de calor, mediante a definicdo de set point de tempe-
ratura que sera parametrizado na receita (MARQUES, 2009).
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7 MATERIAS E METODOS

7.1 CONTAGEM DE BASTONETES

7.1.1 Materiais

. Frascos limpos

. Agua destilada

. Tubo de ensaio

. Corante azul de metileno
. Sulfato azul do Nilo

. Lamina de vidro (26x76)
. Oleo de imers&o

. Pipeta

. Papel higiénico absorvente

7.1.2 Métodos

Em 2 momentos diferentes durante a safra em uma usina de acucar e alcool da regido
de Assis — SP, foram coletados separadamente em frascos limpos 50 mL de mel ,50
mL de mosto antes do trocador de calor, 50 mL de mosto depois do trocador de calor,
50 mL de mosto no anel de entrada de mosto na dorna, 50 mL de vinho levurado na
saida da dorna para centrifuga, 50 mL de vinho delevurado saido das centrifugas para
os aparelhos de destilagcdo, 50 mL de creme de levedura saindo da centrifuga para os
pré fermentadores, 50 mL de fermento tratado com H2SO4 antes de bombear paras
as dornas.
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Fluxograma das linhas de mosto e fermento
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Figura 28: Pontos de coleta

7.1.3 Anédlises de contagem de bastonetes

Foi homogeneizado e diluida a amostra adequadamente, utilizando agua destilada;
Transferindo -se para um tubo de ensaio de 1,0mL da amostra diluida em seguida foi
adicionado 1,0mL do corante azul de metileno + sulfato azul do nilo; Limpou- se a

pipeta/ponteira com papel higiénico absorvente antes de transferir o volume para a
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lamina; Transferiu - se 0,003mL da amostra para uma lamina de vidro (26x76); e co-
locou-se a amostra e sobre a amostra uma laminula, tendo o cuidado para evitar a
formacéo de bolhas. Adicionou-se 1 gota de 6leo de imerséo para o inicio da conta-

gem dos bastonetes.

Contar: Caldo 70 campos

Célculo:

Bast /mL= FM x (1/Vol Amostra) x M x D

Onde:

0,003 é o volume da amostra

FM= fator do microscoépio (15406,2)

M=total de bactérias vivas / n°® campos contados

D= dilui¢ao utilizada (2)

Fator microscépio = area da laminula / area do campo do microscépio
Area do microscopio = (1T * D?) / 4

Area da laminula= 22x22=484

7. 2 VIABILIDADE CELULAR DA LEVEDURA

7.2.1 Materiais

- Frascos de 200mL

- Béquer

- Corante azul de metileno
- Camara de Neubauer

- Agua destilada

- Microscépio 6ptico

- Citrato de sodio
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- Termbmetro
- Papel absorvente

- Oleo de imersao

7.2.2 Métodos

As amostras foram coletadas numa usina de acucar e alcool da regido de Assis
— SP, nos dias 02/04/2015 e 08/04/2015 em frascos de 200mL limpos, inque-
braveis e transparentes. As coletas foram realizadas em 3 pontos diferentes,
ambas com temperatura de 28 a 32°C. A primeira amostra coletada foi de vinho
levedurado com pH de 4,7 no (Ponto 5) numa dorna fechada com capacidade
para 1000m?, a segunda amostra coletada foi de creme de levedura com pH de
4,8 (Ponto 7) onde ocorre a separacao nas centrifugas do vinho delevurado e
do creme de levedura e a terceira amostra coletada foi de levedo tratado apés
sua diluicdo com agua e H>SO4 deixando seu pH com 2,20(Ponto 8) num pré

fermentador com capacidade para 300m?.

7.2.3 Anélises de viabilidade

As amostras foram homogeneizadas e analisadas no laboratério logo apds sua coleta.
Foi preparado um volume da solucdo, somente o suficiente para o uso. As analises
foram feitas em duplicatas e realizado a média para melhor confiabilidade no resul-
tado.

As amostradas coletadas foram diluidas separadamente, em seguida foi transferido
1mL da amostra diluida em um béquer de 25mL. Adicionou-se a mesma quantidade
de corante azul metileno, citrato de sédio e homogeneizou-se, transferiu-se em se-
guida para camara de Neubauer, fixou-se uma laminula (20X20mm) e retirou-se o
excesso com auxilio de papel absorvente. Em seguida foi adicionado 1 gota de 6leo

de imersao sobre a laminula e procedeu-se a imersdo da objetiva por 100 vezes.
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Foram contadas as células coradas e células ndo coradas, utilizando-se a lente obje-
tiva 100X, que encontravam em 4 reticulos centrais de cada quadriculo que na soma
da 100 reticulos considerou-se todas as células que estavam em questao no interior
deles e as que estavam até 1/2 para dentro dos quadriculos, sendo células néo cora-

das as vivas e as células coradas as mortas.

Céalculos:

% Viabilidade = Total de células viaveis x 100

Total células vidveis + ndo viaveis

7.3 PLAQUEAMENTO NAS ETAPAS DO PROCESSO

7.3.1 Materiais

- Petrifilm

- Tubos de ensaio

- Estufa de incubacéo

- Pipeta

- Contador Quebec com lupa
- Frascos de 200 mL

- Prensa hidraulica

- Betoneira

- Reagentes

- Desfibrador

- Solucao salina (Nacl 0,85%)
- Papel absorvente

- élcool 70%
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7.3.2 Métodos

As coletas foram realizadas em uma usina de agucar e alcool na regido de Assis —
SP, em frascos limpos, em 10 pontos diferentes no periodo de 04/05/2015 a
14/08/2015 numa usina de acucar e alcool, onde a amostra foi mantida fora do alcance

da luz.

01 Ponto (PCTS) = A cana foi desfibrada, e homogeneizada numa betoneira e logo
em seguida foi colocada numa prensa hidraulica em torno de 2 minutos ocorrendo a

separacédo do caldo e do bagaco e logo apés foram coletados 200mL de caldo.

02 Ponto (Moenda) = foram coletados 200mL de caldo misto.

03 Ponto (Tratamento de caldo) = foram coletados 200mL de caldo no decantador.
04 Ponto (Fabrica de agucar) = foram coletados 200mL de xarope.

05 Ponto (Fabrica de acucar) = foram coletados 200mL producéo.

06 Ponto (Fermentacdo) = foram coletados 200mL de mel no tanque.

07 Ponto (Fermentacdo) = foram coletados 200mL de mosto antes do trocador.

08 Ponto (Fermentacéo) = foram coletados 200mL de mosto depois do trocador.
09 Ponto (Fermentacé&o) = foram coletados 200mL de mosto alimentacéo.

10 Ponto (Fermentacgéo) = foram coletados 200mL de agua de diluicdo do fermento

Foi utilizado petrifilm que constitui-se, de cartdes de papel quadriculado revestido de
polietileno, recoberto com nutrientes desidratados e um agente coloidal soltvel em
agua fria. A lamina inferior € impregnada de nutrientes e agente coloidal, a lamina
superior é impregnada de um agente coloidal e um indicador. Na presenca de cloreto
de trifenil tetrazdico que € um indicador de 6xido reducéo, as coldnias de bactérias se

colorem de vermelho, facilitando a contagem.

7.3.3 Anédlises de plaqueamento
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Foi colocado o petrifilm em sua superficie plana, e levantado o filme superior e ino-
culado cuidadosamente 1mL da amostra diluida no centro do filme inferior deixando

o filme superior cair cuidadosamente sobre a amostra inoculada.

Foi posicionado o difusor plastico no centro da placa com o lado rebaixado voltado
para baixo e distribuido a amostra uniformemente pressionando delicadamente o cen-

tro difusor plastico, ndo arrastando o difusor sobre o filme.

Em seguida foi removido o difusor sem tocar na placa num periodo de 1 minuto para
permitir a solidificacdo do gel. As placas foram incubadas as placas em estufas umi-
dificadas na posi¢ao horizontal com a superficie transparente para cima numa tempe-
ratura de 35°C por um periodo de 48 horas.

Foi efetuado a contagem utilizando contador de colbnias tipo Quebec com auxilio de
uma lupa, contou-se todas as colbnias coradas independentemente de tamanho ou
intensidade de cor. A reducéo do indicador originou a coloracdo das col6nias. Em
placas com mais de 250 colonias foi feita a estimativa de contagem, contando-se 0
namero de coldnias em dois ou mais quadrados representativos e determinou-se o
namero médio por quadrado, multiplicou-se esse numero por 20 para determinar a

contagem total da placa.

A superficie circular de crescimento é de 20 cm? e cada quadriculo 1cmxlcm.
Exemplo de contagem: Diluicdo a 103, plaqueando 0,1mL
140 coldnias = 140x102 x (0,1x10) = 1,4x10° UFC/mL.

Observacédo: Nas etapas de diluicdo de 04/05/2015 a 15/10/2015 houve variacdo na

diluicdo.
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 CONTAGEM DE BASTONETES.

A tabela 3: Mostra contagem de bastonetes em 8 pontos diferentes.

Pontol Ponto2 Ponto3 Pontod Ponto 6 Ponto 8
R EN A0 E+3 2 1,E+d 19E#4  23,E+d  10EH7  20E+05  1,9EH7  1,7,E+07
1L6E+H4 4903 52E44 41, 5 7EH6 20B+0 LO0EH7 94,E06
MEDIA LOEHM4 13,B+0d4 36E+#4 32+ 79EHW 20E05 1,5EH7  13,EHW

Tabela 3: Contagem de bastonetes diversos pontos da fermentacgéo.

O experimento de contagem de bastonetes foi realizado apenas na fermentacéo e foi
constatado que no ponto 7 (Creme de levedura) houve um aumento significante de
bastonetes em relacédo aos outros pontos devido a tubulacdo néo sofrer nenhuma as-
sepsia, onde sua tubulacdo é mal dimensionada, apresentando soldas sem acaba-
mento e valvulas em lugares irregulares, contendo pontos mortos o que acaba favo-

recendo o aumento de contaminantes.

8. 2 VIABILIDADE CELULAR DA LEVEDURA

A tabela 4 mostra o resultado das andlises efetuadas em duplicatas nos dias
02/04/2015 e 08/04/2015.

Data Ponto 5 Ponto 8 Ponto 7
02/04/2015 90% 85% 82%
08/04/2015 86% 75% 2%

Média 88% 80% 7%

Tabela 4: Analises de % viabilidade do levedo em 3 pontos diferentes



A figura 29 mostra a influéncia da infec¢éo na viabilidade da levedura

Onde P5 = Vinho levurado da dorna

P8 = Levedo tratado com agua e H2SO4

P7 = Creme de levedura saindo das centrifugas
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FIGURA 29: Gréfico da queda da viabilidade em relacdo ao aumento da infec-

cao.

No experimento da viabilidade analisamos somente os pontos que contém célula de

levedura na fermentacdo que sdo os pontos 5,8 e 7 onde foi efetuado as coletas e

notou-se que com aumento da infeccéo, ocorre gradativamente a reducéao da viabili-

dade. As bactérias contaminantes inibem o crescimento e o brotamento da levedura,

gerando o aumento de &cido latico e consumindo agucar para sua sobrevivéncia, além

de ocasionar floculacédo. Ja no ponto 8 a infeccao é reduzida devido o tratamento
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desse levedo com acido sulfarico com pH 2,20 pois em pH menor que 2 a viabilidade

diminui ou pode até zerar.

8.3 PLAQUEAMENTO NAS ETAPAS DO PROCESSO

A tabela 5 mostra plagueamento em diversas etapas do processo em dias di-

ferentes.
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PLAQUEAMENTO DO PROCESSO

PONTO COLETA 04/05/2015 | 11/05/2015 | 17/05/2015| 24/05/2015| 01/06/2015 | 08/06/2015| 15/06/2015
Prensa PCTS 1.20E+08] 1,80E+09| B8 10E+08[ 210E+07] 1.9E+09| 7.00E+07| 290E+07
Caldo Misto 1.20E+08] 2 40E+08] 4 7OE+07( 1,10E+07] 20E+09| 3. 10E+07| 3.20E+07
Decantado 2, 30E+03[ 3.60E+02] 2 70E+03| 8.00E+01| 2 7E+03| 1,00E+01] 4 00E+01
Xarope 5 20E+02( 3.10E402| 4 40E+403| 240E+02] 50E+01] 200E+01| 1.80E+04
Mel Produgdo 140E+403] 260E+02] 3.00E+03| 2.00E+02] 26E+02| 160E+02| 4 40E+02
Mel Tangue 1,60E+04| 7.60E+03| 1,30E+05| 6,00E+02| 7 4E+02| 4 40E+03| 6,40E+02
Mosto Antes Trocadar 2,00E+03| 4,00E+04| 440E+06( 4 30E+05| 1.5E+04| 4.00E+03| 9.20E+05
Mosto Depois Trocador 3.00E+04| 250E+04| 3,10E+04| 210E+05| 1,0E+04| 1.00E+03| 8.50E+05
Mosto Alimentagdo 140E+04| 2 30E+04| 710E+05] 2 10E+05] 31E+04| 1.00E+03| 9.60E+05
Agua Diluicdo do Fermento | 2,00E+01| 0,00E+00{ 1,30E+05) 3,00E+01] 19E+01| 0,00E+00| 0,00E+00

PONTO COLETA 23/06/2015 | 30/06/2015|05/07/2015|12/07/2015 |19 /07/2015 | 28/07/2015| 04/08/2015
Prensa PCTS 7.20E+08| 7.50E+08| 1.10E+08| 1.20E+08| 2 80E+06| 2 20E+407| 3.10E+07
Caldo Misto 7 60E+08| 3.20E+09| 9 50E+07| 120E+08| 180E+407| 1 70E+07| 2 TO0E+07
Decantado 1,60E+03] 1,20E+05] 2 10E+04| 120E+02] 2 00E+01| 6.00E+01] 250E+02
Karope 6,00E+03[ 9.00E+03| 1.60E+03| 1.20E+02| 3 70E+03| 140E+03| 1.60E+03
Mel Producéo 8.20E+03[ 3,20E+05) 220E+05| 2.20E+04 2.20E+03| 1.10E+04| 8.20E+03
Mel Tanque 5.60E+03[ 1,80E+03| 520E+03| 4.80E+03[ 4.80E+05| 1.00E+03| 6,20E+03
Mosto Antes Trocadoer 3, 10E+05 9,00E+04| 3.,10E+05| 210E+05) 1,30E+04| 1,60E+04| 210E+04
Mosto Depois Trocador 3 90E+405| 3.70E+05| 260E+05| 2 40E+05] 4 90E+04| 5 00E+03| 2 70E+04
Mosto Alimentacdo 5 10E405| 5 70E405| 340E+05| 2 10E+05] 1.00E+404| 2 10E+05| 1.90E+04
Agua Diluigdo do Fermento | 1.00E+01] 240E+402| 5,70E+02| 1,00E+02| 4,50E+02| 3.00E+01| 2.00E+00

PONTO COLETA 10/08/2015|15/08/2015 | 21/08/2015 | 27/08/2015 | 03/09/2015 | 10/09/2015 |16/09/2015
Prensa PCTS 4 00E+07| 4,00E+06| 2 30E+07| 1,00E+06 7. 70E407( 2 00E+06] 1 10E+407
Caldo Misto 5,10E+07| 210E+07| 310E+07| 2 00E+07 1,70E+08] 1.30E+07| 110E+07
Decantado 3,20E+02] 9.00E+01] 210E+02| 1.10E+02 2,80E+03[ 1,00E+02| 9,00E+01
KXarope 2, 20E+03[ 1,20E+02| 2 60E+02] 3. 20E+03 2 50E+03( 4,90E+04| 1.60E+04
Mel Producéo 1,90E+04| 4 40E+02| 580E+03] 1,40E+03 3.00E+02[ B8,80E+03| 1,60E+04
Mel Tanque 1,70E+04| 3 40E+02| 4 20E+03| 6,80E+02 1,30E+05] 1,10E+04| 540E+03
Mosto Antes Trocador 2 60E+04| 0,00E+00| 2 10E+04| 2 30E+04 5,00E+04 4 50E+04| 3,90E+04
Mosto Depois Trocador 2,80E+04| 9,00E+00| 2 40E+04| 4,60E+04 1,30E+06] 8.00E+04| 7 70E+05
Mosto Alimentacio 3,50E+04] 1,00E+04| 1.80E+04| 4 70E+04 6,60E+04 1,20E+04| 3.80E+05
Agua Diluicdo do Fermento | 8,00E+00| 2 60E+01] 1,20E+02( 0,00E+00 1,70E+04] 1.30E+02| 1.00E+02

PONTO COLETA 22/09/2015 | 27/09/2015 |01/10/2015|06/10/2015(11/10/201515/10/2015 | Média
Prensa PCTS 1,10E+07| 1,00E+08] 1.50E+09| 3.60E+09| 600E+06| 2 90E+07| 4 58E+08
Caldo Mistao 1,10E+07| 1,30E+08| 310E+07| 450E+09] 2 00E+07( 410E+07| 4 52E+08
Decantado 9,00E+01| 7 10E+03| 1,00E+03| 3.10E+01] 1,30E+02 550E+03| 649E+03
Xarope 1,60E+04| 1,70E+03| 1,00E+05| 7.60E+03| 6.00E+02| 2 40E+03| §95E+03
Mel Produgéo 1,60E+04| 840E+03] 1.30E+03| 1.50E+04| 1.00E+403| 980E+04| 2 97E+04
Mel Tanque 540E+03| 4 50E+03| 560E+04| 7.00E+02] 1,20E+03| 4 80E+04| 3.63E+04
Mosto Antes Trocadar 3,90E+04| 1,10E+07( 0,00E+00| 2 60E+05| 4,00E+04| 2A0E+05| 741E+05
Mosto Depois Trocador 7, 70E+05| 1,20E+07( 9.10E+04| 1.30E+04| 4 40E+05) 2,30E+05| 6,74E+05
Mosto Alimentacio 3.60E+05| 110E+07| &,70E+06| 1,10E+04| 4 70E+04| 1,70E+04]| 929E+05
Agua Diluicdo do Fermento 1,00E+02| 0,00E+00] 8 00E+01| 240E+01| 1.80E+01| 2 10E+402| 5 74E+03

Tabela 5: Plagueamento em diversas etapas do processo
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A figura 30 mostra o grafico com a média gerada do plagueamento
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Figura 30: Grafico com a média do plaqueamento.

O plagueamento foi efetuado em 10 etapas diferentes do processo, com o objetivo de
verificar os pontos mais criticos de contaminacéo desde a entrada da cana na industria
até chegar na fermentacao, onde na fermentacao foi analisado o mel, o mosto que é
a mistura de mel, agua e caldo.

O mosto antes do trocador de calor e depois do trocador de calor devido os trocadores
sofrer incrustacdes de bactérias em suas placas formando gomas e a agua para fazer
diluicdo do fermento.

A partir desse plagueamento verificamos que a cana chega contaminada a industria,
devido diversos fatores, como tempo de corte, porque quanto mais aumenta o tempo
desta cana chegar na industria também aumenta os niveis de contaminantes gerado
atraves da penetracdo de microrganismos nos colmos através de rachaduras ocasio-
nadas por pragas como a broca da cana e também demonstrou-se, que em alguns

momentos na moenda onde ocorre a extracdo de caldo o nivel de contaminantes au-
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menta, devido falta de assepsia, agua de baixa qualidade com sujeira ou falta de la-
vagem da cana com jato de ar (Caso a cana seja cortada por maquinas) ou até mesmo
picadores e desfibradores contaminados. Entretanto obtivemos dados muito bons, no
processo de tratamento do caldo, onde o caldo misto passa por tratamentos sendo
aquecido até 105°C, logo ap0s é adicionado leite de cal para correcdo de ph para
manter entre 6 e 7 e decantado onde adiciona polimeros para retirar suas impurezas
nele contida, com isso ocorreu uma queda brusca em seu nivel de contaminacéo, esse
tratamento é de extrema importancia porque se for de ma qualidade ocorre um efeito
cascata até atingir o produto final, ocasionando perdas irreparaveis no processo. Ja
Nno mosto, 0s contaminantes aumentaram, mesmo contendo 2 linhas independentes
ocorreu a falta de assepsia na linha e quando houve assepsia a temperatura estava
muito abaixo em torno de 45°C, onde deveria ser em torno de 90°C, devido algumas

bactérias crescer a 60°C.
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9 CONCLUSAO

Os contaminantes bacterianos existem ha milhares de anos e dificiimente serdo elimi-
nados, porém podem causar grandes prejuizos a industria, ou até mesmo parar a linha
de producao de acucar e alcool. Aléem da perda do produto final, também aumenta o
custo com produtos antissépticos gerando gastos desnecessarios para controlar as
bactérias e seus efeitos.

Os maiores prejuizos causados pela contaminacéo bacteriana, sdo a degradacéo da
sacarose e 0 acumulo de acidos que ocasiona perda de acucar e intoxicacédo da leve-
dura

Portanto é de grande importancia a lavoura trabalhar em conjunto com a industria e
vice-versa, para que matéria prima (Cana), chegue com qualidade na industria. Deve-
mos fazer sempre um mapeamento rotineiro juntamente com a microbiologia nos se-
tores sujeitos a contaminag&o para tomar acdes preventivas e corretivas para fermen-
tacao, e para os processos antes da fermentacao. Porque apesar de todos cuidados,
novos focos sempre surgem e espalham rapidamente no processo industrial.
Deve-se efetuar teste de antibioticos em laboratérios para verificar qual € o antibiotico
mais atuante na inibicdo das bactérias, e manter uma assepsia de qualidade ocasio-
nando reducédo de gastos com insumos e antibiéticos.

A automacéo precisa esta bem definida onde os parametros de controle possam pas-
sar informacdo em tempo real com o maximo de precisdo, como por exemplo pH,
temperatura, brix e etc.

E como foi constatado tubulacdo mal dimensionada, juntamente com valvulas em lu-
gares nao propicios, precisam de uma atencédo especial porque é onde ocorre a proli-

feracdo de bactérias prejudicando o processo
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