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RESUMO

As usinas de acucar e alcool brasileiras representam o maior complexo de
fermentagéo de caldo de cana de acglcar do mundo, produzindo aproximadamente mais de
34 bilhdes de litros de etanol por ano. A producao de etanol tem muitas perdas, principalmente
devido a contaminacgdo por bactérias, que sé&o provenientes do solo e entram no processo
juntamente com a cana. As bactérias contaminantes mais frequentes pertencem ao grupo das
Gram positivas. Estas bactérias produzem substancias indesejadas, como acidos organicos,
podem causar a floculagéo do fermento, e ainda podem favorecer o meio para a ocorréncia
de leveduras selvagens floculantes. Atualmente, alguns produtos utilizados para controle da
contaminacao bacteriana deixam residuos na levedura seca, impedindo sua venda para racao
animal. Para contornar estes problemas, séo utilizados produtos naturais, porém, estes
possuem efetividade restrita e apresentam um custo/beneficio ruim. O presente projeto
trabalho teve como objetivo avaliar o uso de diferentes produtos de fontes naturais com
histérico de atividade antimicrobiana para o controle da fermentacgéo alcodlica que ndo deixam
residuos em levedura seca. Os produtos antimicrobianos selecionados foram moléculas
sintetizadas analogas de chalconas e acidos protocatecuicos vegetais. Para analisar a
eficacia destes produtos, foram isoladas e selecionadas cepas de leveduras fermentadoras e
bactérias contaminantes Gram positivas de cinco usinas de diferentes regides do interior de
S&o Paulo e sul de Minas Gerais. Também foram analisados a eficacia contra leveduras
selvagens de cole¢bes. Foi analisada a viabilidade celular, consumo de acgucares e
produtividade de etanol das leveduras em relacdo a contaminacdo bacteriana utilizando
técnicas de contagem celular, viabilidade celular e andlises de °GL, agucares redutores totais
(ART) e agucares redutores residuais totais (ARRT) por HPLC. Posteriormente foi analisado
a eficacia dos produtos antimicrobianos através de analise de concentragéo inibitéria minima
(CIM) em pH 2,2 e pH 6,5. Os resultados mostraram que h&d uma queda consideravel na
produtividade de etanol e um aumento de ARRT com aumento da contaminagéo bacteriana.
Houve uma variacéo consideravel nos resultados comparando diferentes cepas de leveduras
e bactérias, sugerindo que ha diferencas morfolégicas entre bactérias de diferentes regides.
Os produtos apresentaram atividade antimicrobiana para bactérias Gram positiva, agindo de
forma mais efetiva em pH &cido (2,2). Os produtos protocatecuato propila e heptila
apresentaram atividade antimicrobiana em concentragbes similares tanto para bactérias
guanto para leveduras, 0 que os inviabiliza para utilizacdo em dorna ou cuba. Os produtos
chalcona e protocatecuato de hexila também apresentaram atividade antimicrobiana na
levedura fermentadora, mas, ainda assim, em pH &cido ha uma faixa viavel onde ha a
possibilidade de se utilizar os mesmos para o controle de contaminacéo na fermentagdo. O
produto protocatecuato de etila ndo apresentou inibicdo da levedura fermentadora, o que da
uma boa margem de seguranca para seu uso como antimicrobiano. Todos os produtos
apresentaram atividade inibidora em pelo menos uma cepa de levedura selvagem. Para
analise de residual na levedura seca é necessario enviar para analise produto ja registrado
para empresa competente que o avalia e, considerando o histérico de aprovacdes, produtos
a base de extrato de plantas sdo normalmente aprovados para uso em fermentacé&o alcodlica
sem contaminar a levedura para venda posterior como levedura seca.

Palavras-chave: Antimicrobianos naturais. Fermentacdo Alcoodlica. Bactérias Gram +.
Saccharomyces cerevisiae



ABSTRACT

The Brazilian plants that produce sugar and alcohol represents the biggest complex of
sugar cane fermentation in the world, producing approximately 34 billion liters of ethanol every
year. There are many losses during the production of ethanol, mainly due to bacterial
contamination. The most frequent bacteria contaminating the process are Gram +
(Lactobacillus and Bacillus), with over 86% occurrence, especially in the south east region.
These bacteria produce unwanted substances, such as organic acids, causing yeast to
flocculate, and can even favor the medium for the occurrence of wild flocculant yeasts.
Currently, the products used to control bacterial contamination leave residues in the dry yeast,
preventing its sale for animal food. To overcome these problems, natural products are being
used, however, they have restricted antimicrobial activity and have a poor cost / benefit ratio.
This research project aims to evaluate the use of different types of natural products such as
antimicrobials to control alcoholic fermentation that do not leave residues in dry yeast. The
products chosen were the extracts of the chalcone plant and derivatives from protocatechuic
acid P. etila, P. propila, P. hex and P. hep, which were investigated and evaluated as potential
antimicrobials by Unesp Araraquara. To analyze the effectiveness of these products, strains
of fermenting yeasts and gram + contaminating bacteria were selected and isolated from five
plants in different regions of the interior of S&o Paulo and southern Minas Gerais. Cell viability,
sugar consumption and yeast ethanol productivity in relation to bacterial contamination were
analyzed using cell counting techniques, cell viability and HPLC analysis. Subsequently, the
effectiveness of antimicrobial products was analyzed through analysis of minimum inhibitory
concentration (MIC) at pH 2.2 and pH 6.5. The results showed that there is a considerable
drop in ethanol productivity and an increase in total residual reducing sugars (ARRT) with an
increase in bacterial contamination. There was considerable variation in the results comparing
different strains of yeast and bacteria, suggesting that there are morphological differences
between bacteria from different regions. The products showed antimicrobial activity for gram
+ bacteria, acting more effectively at acidic pH (2.2). The product P. propila and P. hep
presented antimicrobial activity in similar concentration to both bacteria and yeast, making
them unreliable to use in the fermentation and yeast treatment. The products chalcone and P.
hex also showed antimicrobial activity in the fermenting yeast, but even so, in acidic pH, there
is a viable range where there is the possibility of using them to control contamination in the
fermentation. The product P. etila did not present inhibition of the fermenting yeast, which gives
a good safety margin for its use as an antimicrobial. All products showed inhibitory activity in
at least one strain of wild yeast. To analyze residual in dry yeast, its necessary to have a
registered product, and send it to a competent company. Considering the historic of approval,
plant base extract products are usually approved by the company for use in fermentations
without leaving residues in the yeast for future sell as dry yeast.

Keywords: Natural antimicrobials. Alcoholic fermentation. Gram + bacteria. wild yeasts.
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1. INTRODUCAO

A producéo de etanol no Brasil € direcionada principalmente para combustivel
para automoéveis, o que sO € possivel hoje em dia, devido aos fortes esforgos
cientificos e tecnologicos, na manipulacdo genética de diferentes cultivos de cana
(Saccharum spp.), nas técnicas de melhoramento agronémico e nos estudos sobre o
processo fermentativo industrial, que contribuem para se obter uma maior eficiéncia
na producado das destilarias e melhor produtividade (BASSO, 2008). O caldo de cana
e/ou melaco sdo as principais matérias-primas utilizadas na producédo de etanol nas

usinas sucroalcooleiras do Brasil.

Resumidamente, o processo de producdo de etanol pode ser descrito de

acordo com as seguintes etapas:

- Moagem de cana: A cana de acgUcar cortada passa por um processador

(moenda), de onde se é obtido o caldo de cana.

- Obtencdo do mel: ApGs a etapa de obtencao do acgucar cristalizado a partir do
caldo de cana, o subproduto é denominado mel ou melado, um xarope com alta

concentracdo de ART.

- Producéo de mosto: O mel ou melado € diluido em agua, resultando em um

produto denominado mosto, com uma concentracao entre 15 a 20% de ART.

- Fermentacado alcodlica: Na dorna de fermentacdo é adicionado o fermento
tratado proveniente da cuba, além do mosto. O processo fermentativo tem um ciclo
aproximado de 8h, produzindo um vinho levedurado com aproximadamente 8 a 12
°GL (teor de etanol volume/volume, de acordo com Gay-Lussac).

- Separacao e destilacdo: O vinho levedurado passa por uma centrifuga para
separar a levedura, que volta para a cuba para recuperacgao e tratamento. O vinho ja
sem levedura passa pelo processo de destilacdo, de onde se obtém o etanol
hidratado, com aproximadamente 96 °GL (DELLA-BIANCA, 2012).

O setor sucroalcooleiro, em 2019, foi responsavel por gerar aproximadamente
800 mil empregos diretos. Se considerar os empregos indiretos, esse numero beira a
um milhdo de empregos. Somente na regiao centro-sul, os empregos gerados pelo

setor sdo responsaveis por 8% de todos os empregos formais gerados no agronegocio
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brasileiro. Outro fato importante € que os empregos com carteira de trabalho assinada

respondem por 95% do total de empregos neste setor (CEISE, 2021).

As usinas sucroenergéticas brasileiras representam o maior complexo de
fermentacdo de caldo de cana de acucar do mundo, produzindo aproximadamente
mais de 34 bilhdes de litros de etanol por ano (ALCARDE, 2003).

Os impressionantes nameros do setor sucroalcooleiro (safra 2018/2019 e
estimativas para safra 2019/2020), conforme Tabela 1, demonstram o mercado em
expansao, devido a grande procura de grupos estrangeiros para a aquisicdo de usinas
sucroalcooleira no Brasil. Este fato, nos impulsiona a pesquisar novas tecnologias em
produtos de origem biotecnoldgica a serem usados para melhorar a eficiéncia do
processo de producdo. As usinas produtoras de acucar e alcool vém procurando se
modernizar cada vez mais, pois com 0 aumento da demanda e espacos restritos de
cultivo da cana, as usinas tém que aumentar sua viabilidade produtiva para
acompanhar a demanda (CONAB, 2019).

Tabela 1 - Dados e expectativas da producao de etanol no Brasil

CANA-DE-ACUCAR DESTINADA _
, ETANOL TOTAL (Em mil I)
AO ETANOL TOTAL (Em mil t)
REGIAO/UF T
Safra Safra Safra Safra Variagao
VAR. %
2018/19 2019/20 2018/19 2019/20 Absoluta %
10,0
NORTE/NORDESTE | 27.489,8 30.232,7 2.150.176,0 2.263.469,1 113.293,1 5,3
CENTRO-SUL 3,3
372.733,9 384.928,2 30.201.467,0 31.574.291,5 1.372.824,5 4,5
BRASIL 3,7
400.223,7 415.160,8 32.351.643,0 33.837.760,6 1.486.117,6 4,6

Nota: Estimativa
Fonte: CONAB,

20109.

em
dezembro/2019

De acordo com o Observatério da Cana, durante a safra de 2019/2020, foi
exportado um volume total de etanol de, aproximadamente, 1,9 bilhdes de litros, o que

significou um valor total aproximado de 980 milhdes de ddélares. JA na safra
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2020/2021, entre abril e dezembro de 2020 ja foi exportado um volume total de etanol
de, aproximadamente, 2,4 bilhdes de litros, o que significou um valor total aproximado
de 1,02 bilhdes de déblares, sendo este valor maior do que o da safra 2019/2020,
mesmo desconsiderando 3 meses (ainda nao foram divulgados os valores dos Ultimos
3 meses da safra 2020/2021). Os dados apresentados mostram que, o mercado de
etanol combustivel estd se expandindo, mesmo considerando a crise financeira
mundial gerada em 2020 (OBSERVATORIO DA CANA, 2021).

A contaminagdo devido a acao de bactérias, se constitui a principal componente
das perdas de acucares em todas as etapas do processo de producédo do etanol. Estas
podem ser chamadas de perdas indeterminadas e determinadas, ambas decorrentes
do processo de fabricacdo do acucar e do etanol (GHORBANI, 2011). As perdas
indeterminadas s@o aquelas que n&o sao rotineiras e ndo é possivel mensurar onde
elas ocorrem (por exemplo, as perdas por contaminacao) e as determinadas podem
ser mensuradas, identificadas e pré-definidas, tais como no bagaco, torta de filtro e
destilacao. No processo de producdao industrial, sdo consideradas de 5 a 8% de perdas
indeterminadas (GHORBANI, 2011).

Na fermentacdo alcoodlica € onde ocorre 0 maior percentual de perdas de
acucares do processo de producao do etanol, conforme mostra a Figura 1. Além das
perdas devido a qualidade da matéria prima, ocorre a presenca de bactérias
contaminantes, que produzem fermentacdes indesejaveis, resultando em produtos
prejudiciais a fermentacdo normal. Essas bactérias contaminantes, também
fermentam os acUcares e produzem acidos organicos (lactico, acético entre outros),
gue reduzem o rendimento fermentativo da levedura e modificam, tanto a morfologia
das leveduras, quanto as caracteristicas do vinho (liquido apds a fermentacao,
contendo até 12% de etanol, segundo Gay-Lussac), diminuindo o teor alcodlico.
Quanto maior a concentracdo dessas substancias no vinho, mais rigorosa devera ser
a destilacéo (separacado do etanol do vinho). Considerando que o etanol deve atender
especificacdes quanto aos teores maximos de componentes, estas operacdes de
purificacdo do destilado sempre tém perdas que resultam em reduc¢des das eficiéncias
do processo (CHERUBIN, 2003).
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Figura 1 - As perdas de agucares no processo de producao do etanol

Perdas na fermentagao %

Perdas no bagago %

5a8%

Perdas na lavagem de cana %
Perdas no Processo
de Produgdo

Devido a acdo das bactérias contaminantes

A contaminacdo é o maior responsdvel pelas perdas no processo fermentativo!

A producdo de etanol tem muitas perdas, principalmente devido a
contaminacgdo por bactérias, que sdo provenientes do solo e entram no processo junto
com a cana. As perdas de acUcar no processo de producdo sao um dos fatores que
interferem diretamente na produtividade, contribuindo assim para que a empresa nao
cumpra suas metas (producédo, rendimento e custo). Estas perdas influenciam
diretamente no faturamento da empresa e, portanto, € importante saber quais sao as
perdas que interferem no processo produtivo e quanto este influenciam no rendimento
industrial (UNICA, 2010).

Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar solucfes para estas perdas. Em
especifico, buscar produtos com propriedades antimicrobianas para reduzir a

contaminacdo por bactérias, na fermentacao alcodlica.
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2. CONCLUSAO

As analises da concentragdo bacteriana durante a fermentacao alcodlica mostram
gue as altas perdas devido ao aumento da concentracdo da mesma, demonstram que
had um grande potencial para se pesquisar novos produtos antimicrobianos para o

controle de fermentacéao alcodlica.

Os resultados para a atividade antimicrobiana de diferentes produtos naturais
mostraram que ha a possibilidade de uso dos mesmos para o controle fermentativo

industrial.

Por fim, como sugestdo para prosseguimento dos estudos ja realizados, sera
necessario a avaliacdo dos produtos mais promissores em escala piloto, com
condicbes mais similares aquelas praticadas em usinas de acucar e alcool, afim de

avaliar o sinergismo do produto no meio fermentativo alcodlico.

Em caso de uma avaliacao positiva em escala piloto, seréo necessarios testes em

escala industrial, para, por fim, registrar o possivel produto.

Uma vez aprovado em testes em escala industrial, ainda seria necessaria uma
andlise mercadologica do custo/beneficio do produto, tendo em vista seu apelo por
ser um produto verde, que ndo causa danos ao ambiente, aumentando seu valor

agregado.
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