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RESUMO

A contaminagao bacteriana nas destilarias de etanol € um problema crénico que
afeta o rendimento, na medida em que esses microrganismos competem pelo
substrato a ser convertido em alcool pelas leveduras e liberam produtos indesejados
no meio. A adigao de acido sulfurico ao indculo € a pratica mais utilizada no controle
dessas bactérias, contudo € uma substancia de baixa eficacia, que também afeta a
levedura. Antibacterianos utilizados complementarmente devem levar em conta a
seletividade; o espectro de acao; e ainda restricdes em fermentagdes que utilizam o
excedente de levedura para racao animal. Nesse contexto, esse trabalho se propds
a estudar diversos biocidas, com base na literatura e desempenho em outras areas.
Foram realizadas fermentagbes por bateladas em frascos agitados em condigdes
operacionais padrao (pH, temperatura, concentracdo de agucares) com recuperagao
de células ao final de cada ciclo, reproduzindo o processo industrial. Os indculos
contendo leveduras e bactérias foram tratados com os seguintes produtos: peréxido
de hidrogénio aditivado com prata; cloro oxigenado; triclorocarbanilida; cloreto de
benzalconio; digluconato de clorexidina; maitenina; salinomicina, e agentes
quelantes EDTA e HEDTA, além dos produtos referéncia (beta acido de lupulo e
monensina). Ao final das fermentag¢des foram analisadas a populagcéo de bactérias,
a viabilidade da levedura, e os teores de acido latico e etanol. O biocida a base de
peréxido, na dose 1.000 ppm ndo mostrou a mesma eficacia registrada nos testes
preliminares in vitro, que apontaram CIM de 200 ppm para bactérias laticas; os
biocidas triclorocarbanilida (80 ppm) associado ao cloreto de benzalcénio e
clorexidina (50 ppm) tiveram desempenho inferior ao reportado na literatura. O cloro
oxigenado na dose 100 ppm afetou tanto a bactéria quanto a levedura. Os extratos
vegetais (lupulo e maitenina), dosado a 30 ppm, se mostraram inécuos a levedura, e
exibiram efeito bacteriostatico sobre bactérias. Os antibiéticos ionéforos (monensina
3 ppm e salinomicina 6 ppm) foram os mais efetivos na inibicdo das bactérias,
preservando a viabilidade e metabolismo da levedura, com maior producédo de
etanol. Os agentes quelantes na concentragdo 1.000 ppm nao foram efetivos na
desfloculagdo microbiana, nem aumentaram a produgao de etanol.

Palavras-chave: Fermentagcdo etandlica. Contaminagdo bacteriana. Biocidas.
Descontaminacéo de levedura. Tratamento de melaco.



ABSTRACT

Bacterial contamination in ethanol distilleries is a chronic problem that affecting the
yield, once these microorganisms compete for the substrate to be converted to
alcohol by yeast, as well as release undesired products in the medium. The addition
of sulfuric acid to the inoculum is the most used practice to control such bacteria, but
is a substance of low efficacy, which also affects the yeast. Antibacterial used in
addition should take into account the selectivity; spectrum; and also restriction in
fermentation that uses yeast surplus for animal feed. In this context, this work
proposes to study various biocides, based on the literature and performance in other
areas. Batch fermentations were performed in shake flasks under standard
operational conditions (pH, temperature, sugar concentration) with a recovery of cells
at the end of each cycle, reproducing the industrial process. The inoculum containing
yeast and bacteria were treated with hydrogen peroxide plus silver; oxygenated
chlorine; trichlorocarbanilide plus benzalkonium chloride; chlorhexidine digluconate;
maytenin; salinomycin, and chelating agents EDTA and HEDTA, indeed the
reference products (beta hops acid and monensin). At the end of fermentations were
performed analysis of population of bacteria, yeast viability and lactic acid and
ethanol concentration. The peroxide-based biocide in the dose 1000 ppm did not
showed the same efficacy recorded in preliminary tests in vitro, which showed a MIC
of 200 ppm for lactic acid bacteria; the trichlorocarbanilide biocides (80 ppm)
associated with benzalkonium chloride and chlorhexidine (50 ppm) had
underperformed reported in the literature. Oxygenated chlorine at dose 100 ppm
affected both the bacterium as yeast. The plant extracts (hops and maytenin), dosed
at 30 ppm, exhibited bacteriostatic effect on bacteria and proved harmless to yeast.
Antibiotic ionophores (monensin - 3 ppm and salinomycin - 6 ppm) showed higher
bactericidal effect, preserving the viability and metabolism of the yeast with increased
ethanol production. Chelating agents at concentration 1000 ppm were not effective in
microbial deflocculating and not increased ethanol production.

Keywords: Ethanol fermentation. Bacterial Contamination. Biocides. Yeast
decontamination. Molasses treatment.
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1 INTRODUGAO

As alteragbes climaticas e o acumulo de substancias toxicas provocadas pelo
uso de combustiveis fosseis em paises com grande frota de veiculos tém
aumentado a importancia e a demanda de alcool combustivel — renovavel e menos
poluente (BALAT; BALAT, 2009). A fermentagdo, processo pelo qual leveduras
convertem os agucares em alcool, é a etapa mais critica da produgao do etanol
(KELSALL; LYONS, 2003). Desse modo, medidas devem ser tomadas para
aumentar a produtividade industrial desse biocombustivel, o que exige melhor
controle microbioldgico da fermentacdo (BASILIO et al., 2008).

Uma dessas premissas € manter as células de levedura operando com alta
viabilidade, metabolismo eficiente e, consequentemente maior produtividade. Nesse
sentido, controlar a contaminacao bacteriana e manter o pH adequado do mosto é
fundamental para proteger a levedura, de modo a obter eficiéncia e baixo custo de
producao (OLIVA-NETO et al., 2013).

O sistema de reciclo de células adotado nas destilarias brasileiras, embora
seja vantajoso em diversos aspectos, submete as leveduras a condi¢gdes de estresse
por varios fatores que outros processos de produgdo de etanol ndo enfrentam
(AMORIM et al., 2011). Substancias contidas no meio fermentativo, como acido
latico, sulfito, e etanol, em presenca de alta acidez e temperaturas elevadas, tém um
efeito sinérgico negativo sobre o metabolismo da levedura (DORTA et al., 2006).

Assim, inovagdes tecnoldgicas na fermentagdo alcoodlica correspondem ao
uso mais restrito do acido sulfurico e o controle da produgao de acido lactico. Isso
passa pela pesquisa e desenvolvimento de novos agentes quimicos e estratégias
alternativas para controlar a contaminagao bacteriana (OLIVA-NETO et al., 2013;
NARENDRANATH; BREY, 2009).

Nesse contexto, esse trabalho se propés a avaliar novos produtos destinados
ao tratamento do mosto e da levedura, de modo a conter o crescimento de bactérias

produtoras de acido latico e diminuir o uso do acido sulfurico no processo.
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Conclusoes
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6 Conclusoes

O controle da contaminacgao bacteriana na fermentagao etandlica representa
um grande desafio na gestdo do processo industrial.

Os testes laboratoriais para determinar a sensibilidade de bactérias aos
biocidas devem reproduzir as condigbes do ambiente no qual serdo aplicados, como
pH, temperatura e composicdo do meio de cultura, caso contrario fornecerao
resultados imprecisos.

O produto Huwa-San, a base de perdoxido de hidrogénio, exibiu baixa agao
bactericida, mesmo na dose de 1.000 ppm, mas pode ser usado como coadjuvante
de outros tratamentos biocidas, em destilarias de etanol com aproveitamento de
levedura para ragao animal.

Derivados de cloro afetam indiscriminadamente bactérias e levedura em
fermentacao etandlica, além de serem produtos com alto potencial corrosivo.

A associagdo dos biocidas triclorocarbanilida e cloreto de benzalcbnio
mostrou efeito apenas bacteriostatico em dose de 80 ppm, o que poderia inviabilizar
economicamente os tratamentos.

O gluconato de clorexidina, dosado a 50 ppm, ndo mostrou eficacia no
controle de L. fermentum nas condigbes de fermentacgao.

O produto natural maitenina, na dose 30 ppm, teve efeito bacteriostatico sobre
L. fermentum, e poder ser uma alternativa para tratamento de fermentacbes que
produzem levedura para racdo animal. Contudo, sua utilizacdo depende de
disponibilidade em escala comercial.

A salinomicina, nas doses 6 € 10 ppm, se mostrou eficaz no controle de
bactérias laticas, com reflexos positivos nos diversos parametros da fermentacgao.

Agentes quelantes, em doses de até 1.000 ppm, ndo revertem a floculagao
microbiana, nem controla as bactérias em fermentagao etandlica.

O acido sulfurico deve ser utilizado em concentracdo maxima de 2% (m/v)

sobre o volume do inéculo para nio afetar a levedura.
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