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RESUMO
A producdo de etanol a partir da cana-de-agUcar enfrenta problemas significativos por causa da
contaminacdo por bactérias laticas (BAL), que disputam com leveduras Sacchamyces
cerevisiae por substratos e geram acido latico, diminuindo a produtividade. Esse trabalho
analisou a atividade microbiana em uma usina no Nordeste brasileiro, quantificando acido
Iatico e bastonetes contaminantes durante a fermentacdo. Métodos de contagem microscopica
revelaram concentragdes de &cido latico entre 2,04 e 4,32 g/L, ligadas a comunidade
bacterianas de 10° a 10’ UFC/mL. Dados demostraram que cepas homofermentativas foram
sao-responsaveis por acidificar o meio, resultando em e perdas de R$ 2,7 milhdes em 30 dias.
Estratégias como tratamento com bactericidas, monitoragdo em tempo real via sensores de pH
e inoculacdo de leveduras resistentes a cidos decresceu a contaminagdo em 92%, recuperando
87% do rendimento teodrico. Portanto, a juncdo de controles microbioldgicos sélidos e
tecnologias inovadoras como bastonetes com sondas de DNA para deteccdo veloz mostraram-

se € importantes para sustentabilidade industrial.

Palavras-chave: Contaminacdo microbiana; Fermentacdo alcodlica; Acido latico;

Lactobacillus; Biocombustiveis.



ABSTRACT

Ethanol production from sugarcane faces significant challenges due to contamination by lactic
acid bacteria (LAB), which compete with Saccharomyces cerevisiae yeast for substrates and
produce lactic acid, reducing yields by up to 30%. This study analyzed microbial dynamics in
a Brazilian Northeast ethanol plant, quantifying lactic acid and contaminating bacilli during
fermentation. Microscopic counting methods revealed lactic acid concentrations between 2.04
and 4.32 g/L, linked to bacterial populations of 10°-107 CFU/mL. Data showed that
homofermentative strains were predominant, responsible for medium acidification and losses
of R$ 2.7 million in 30 days. Strategies such as bacteriocide treatment, real-time pH sensor
monitoring, and inoculation of acid-resistant yeast reduced contamination by 92%, recovering
87% of theoretical yield. Thus, combining robust microbiological controls with innovative
technologies like DNA probe-equipped diagnostic sticks for rapid detection is crucial for
industrial sustainability.

Keywords: Microbial contamination; Alcoholic fermentation; Lactic acid; Lactobacillus;
Biofuels.
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1 INTRODUCAO

O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores de cana-de-agucar do mundo, que
é usada como matéria-prima para a producdo de etanol, aclcar e bioeletricidade, sendo estes
produtos para uso nacional ou para exportacdo. A producdo de etanol tem forte significancia
para com 0 meio ambiente, pois sua producdo é realizada a partir de uma matéria-prima
renovavel- Além disso, o biocombustivel reduz parcialmente a emissdo de gases na atmosfera
(JANK; NAPPO, 2008). Por se tratar de um setor do agronegocio nacional, os biocombustiveis
acabam por ser uma solucédo alternativa aos combustiveis fésseis, assim como movimenta o
PIB nacional (JUNIOR et al., 2012).

Apesar do Brasil ser referéncia mundial na producdo de bioetanol, utilizando
tecnologias avancadas e processos modernos, ainda hd muitos questionamentos sobre a
influéncia da matéria-prima na fermentacéo alcodlica. Embora o caldo de cana-de-agucar seja
a principal fonte utilizada, o melago, um subproduto da fabricagdo do acucar, também
desempenha um papel importante. Esse residuo pode ser empregado de forma associada ao
caldo de cana ou diluido em agua, servindo como substrato para o processo fermentativo. Dessa
forma, compreender os impactos e as caracteristicas dessas matérias-primas é essencial para
otimizar a eficiéncia e o rendimento da produgéo de etanol.

A fermentacdo € um processo bioquimico no qual certos microrganismos obtém energia
na auséncia de oxigénio, caracterizando-se como um processo anaerobio. Dentre os diferentes
tipos de fermentacdo, destaca-se a fermentacdo etandlica ou alcodlica, na qual leveduras
convertem os agucares presentes no substrato em etanol. Esse alcool é posteriormente separado
e recuperado por meio do processo de destilacdo, permitindo sua utilizacdo em diversas
aplicac@es industriais, incluindo a producdo de biocombustiveis.

Para garantir que os parametros e as condi¢Oes reacionais sejam adequadas para a
atuacdo das leveduras e a obtencdo de um etanol de alta qualidade, as usinas realizam analises
microbiologicas. Essas analises permitem identificar as caracteristicas das cepas utilizadas e
detectar possiveis contaminagdes bacterianas que possam comprometer 0 Processo
fermentativo. Dessa forma, busca-se evitar a redugéo da viabilidade celular e 0 aumento da
floculacéo das leveduras, garantindo maior eficiéncia e estabilidade na producdo (SANTOS et
al., 2019).



1.1 JUSTIFICATIVA

Nas instalagdes industriais, a transformacao dos agUcares em alcool é executada pelo
trabalho das leveduras Saccharomyces cerevisiae, processo nomeado de fermentacgéo alcoolica.
A fim de assegurar o rendimento mais elevado no processo fermentativo é necessario preservar
critérios especificos de temperatura, pH (potencial hidrogenidnico), indice de contaminacao,
acidez, teor alcodlico, agitacdo e tempo de fermentacéo.

A contaminacdo na fermentacdo alcodlica interfere na qualidade do produto e no
aproveitamento total, devido ao comprometimento da sacarose, que, por sua vez, gera acidos
em vez de etanol, causando um efeito nocivo as leveduras. Além disso, a infec¢do bacteriana
pode acarretar outros danos ao processo, como a geragdo de goma, a formacéo de flocos no
fermento e a interferéncia na viabilidade das leveduras, devido as toxinas e aos acidos
organicos expelidos no meio. Isso resulta em um decréscimo no rendimento e no desempenho
produtivo da fermentacdo, impactando negativamente o lucro empresarial.

As bactérias em formato de bacilos sdo 0s microrganismos mais nocivos e comuns na
fermentacdo alcoodlica, produzindo &cido latico como o principal produto da sua funcdo
metabolica. Por isso, é necessario um controle microbiolégico na fermentacdo para a
identificacdo de parametros que interferem no processo. Especificamente, a quantidade do
acido latico tem uma relevancia, visto que os impactos negativos tém uma relacao diretamente
proporcional com indices de rendimentos baixos.

A quantidade de matéria-prima que o setor agroindustrial executa é exorbitante a fim
de adquirir um produto adequado, por isso controlar os parametros necessarios ¢ um fator
importante no progresso dessa a¢do. Neste cenario, procurou-se, com esse trabalho, otimizar o
controle da producdo de etanol na fermentacdo por meio de analises microbioldgicas para a

avaliacdo tendo como base na quantificacdo do acido latico.

1.2 OBJETIVO GERAL

Esse estudo tem a finalidade de analisar bactérias contaminantes produtoras de &cido

latico durante a producdo de etanol.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a viabilidade celular e relacionar com a quantidade de &cido latico produzido;



e Determinar niveis de &cido latico ao final da fermentacédo alcoolica;

e Auvaliar métodos para minimizar a contaminagdo bacteriana no processo produtivo.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 ALCOOL ETILICO

O alcool etilico, também é chamado de etanol, € uma substancia orgéanica vastamente
aplicada em vérias areas industriais, seja como biocombustivel ou como solvente. Com sua
diversidade as utilizacbes desse composto permitem sua utilizacdo desde a producdo de
farmacos e cosméticos até a producao de energia, colaborando para versatilidade da estrutura
energética e realizando processos mais sustentaveis. O aumento da procura de fontes mais
renovaveis tem estimulado o progresso tecnoldgico para implementacéo e producao do etanol
(ALMEIDA; SILVA, 2018).

O etanol apresenta formula quimica CoHsOH e é quimicamente categorizado como um
alcool primério, apresentando um grupo —OH (hidroxila) com uma ligacdo a um atomo de
carbono saturado. Essa composicdo obtém uma polaridade equilibrada, possibilitando a
solubilidade com agua e o potencial de dissolver varios compostos organicos. Por outro lado,
a geracao de ligacdes de hidrogénio interfere expressivamente em suas caracteristicas fisico-
quimicas, por exemplo o ponto de ebulicdo e a tensdo superficial, propriedades importantes
para suas diversas aplicagdes (SANTOS; LIMA, 2019).

Historicamente, a producéo de alcool no Brasil tem origem do periodo colonial, onde
a cana-de-agucar tornou-se uma das principais matérias-primas agricolas do pais. Ao passar
dos anos, ao desenvolver novas tecnologias e o refinamento dos processos fermentativos
possibilitaram a ampliacdo da producéo de etanol, fixando-se como um biocombustivel tatico
e ecoldgico para a fonte nacional de energia (SERAFIM et al., 2021).

O élcool, em especial o etanol, tem uma relevancia essencial na industria, em grande
parte por sua grande variedade de aplicagfes. A producdo industrial do alcool etilico é
embasada na conversdo de matérias-primas ricas em carboidratos, como a cana-de-agucar e 0
milho (BASSO; BASSO; ROCHA, 2011).

Na industria de biocombustiveis, o &lcool etilico tem uma variedade de aplicacfes
importantes na industria quimica, sendo aplicados como reagente em sinteses organicas,
producdo de cosméticos, remédios, saneantes e solvente (SOUZA; PEREGO, 2019). Além

disso, a producdo de etanol é uma maneira de reduzir a emissdo de gases de efeitos estufa



causados pelos combustiveis fosseis transformando em wuma energia renovavel
(GOLDEMBERG,2008).

Outra aplicabilidade é na indlstria de bebidas, o controle fermentativo permite a
producdo de diversos tipos de destilados e fermentados. Ainda por cima, é importante na
conservacéo de produtos bioldgicos e na desinfeccéo de equipamentos hospitalares, mostrando
0 quanto € multifuncional na industrial (SILVA et al., 2020).

A cana-de-agucar (Saccharum officinarum), é uma cultura de elevado destaque
socioecondmico no Brasil, sendo cultivada desde a época da colonizagdo. Visto a alta
valorizacdo do etanol no mercado, a producdo brasileira de cana-de-agucar apresentou um forte
aumento.

O etanol vem sendo uma opc¢éo para reducdo de problemas energéticos e ambientais em
todo mundo motivada pela falta e elevacao dos precos dos recursos fosseis que, além disso, sdo
responsaveis por poluir gravemente o ambiente. Em contrapartida, o etanol mostra vantagens
de ser um recurso renovavel energético, e de favorecer a contribuicéo de diminuicdo da emissao
de didxido de carbono.

Na producdo de alcool, a cana-de-aglcar € a matéria prima que possui uma maior
garantia de produtividade e menor custo de producao, sendo este um dos fatores responsaveis
pelo crescimento do mercado consumidor de etanol. Outro elemento importante é a exigéncia
pelas leis ambientais em relacdo a utilizacdo de biocombustiveis nos meios de transportes. Essa
imposicao esta em condizente com as diretrizes do Protocolo de Kyoto, que estabelece a adi¢do
a inclusdo de biocombustiveis a gasolina, estimulando, assim, a oferta de veiculos
correspondentes com esse tipo de combustivel.

Na safra 2023/24 no Brasil exibiu um progresso importante em relacdo a anos
anteriores, estimuladas pelo crescimento da demanda externa e interna por biocombustiveis.
De acordo com dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a totalidade da
producdo do etanol registrou aproximadamente 35 bilhGes de litros, destacando-se para o etanol
de cana-de-agucar, que obteve 85% do montante. Esse aumento foi causado por condi¢Bes
climaticas favoraveis e pela ampliacdo dos espacos cultivados, principalmente nos estados do
Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e Goias (CONAB, 2024).

A exportacdo de etanol também teve uma atuacdo excepcional com o Brasil
despachando em torno de 4 bilhGes de litros para 0 comércio internacional. Os principais paises
da exportacdo foram da Unifo Europeia, paises da Asia e os Estados Unidos, que procuram
diminuir suas emissdes de carbono por via do uso de biocombustiveis. A associa¢do Brasileira

dos Produtos de Cana-de-Aclcar (UNICA) observou que a expansdo das exportacdes foi



estimulada pela competitividade por via do uso de biocombustiveis e pelo aumento por energias
mais renovaveis (UNICA, 2024).

2.2 FERMENTACAO ALCOOLICA

A fermentacdo alcodlica é um processo bioguimico efetuado por microrganismos como
as leveduras principalmente a Saccharomyces cerevisae, em que 0s agucares sdo transformados
em alcool etilico e dioxido de carbono (CO>), ao liberar energia. Esse processo acontece sem a
presenca do oxigénio no caso em condi¢Ges anaerdbias e € normalmente empregada na

producdo de bebidas alcodlicas, como por exemplo o vinho e a cerveja (VOET et al., 2013).

A equacdo geral da fermentagdo alcodlica pode ser retratada como (Equacdo 1):
CoH,06 = 2C,HsOH + 2C0, + Energia 1)

Inicialmente, o processo comeca com a glicélise, que acontece no citoplasma das
células. Durante essa etapa, uma molécula de glicose é quebrada em duas moléculas de
piruvato, duas moléculas de ATP (adenosina trifosfato) em producéo liquida e duas moléculas
de NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido) (Figura 1). Além disso, na
fermentacdo, o piruvato produzido ndo é incluido no ciclo de Krebs, como aconteceria na
respiracdo aerobica, entdo seguindo uma alternativa diferente e isso se deve a auséncia de
oxigénio (SILVA, 2024).

Figura 1: Rota metabdlica da fermentacéo

A O3 etanol
. Acido pirtivico H
Glicolise

|
CHyy 04 2CHy= C = COOH 2CHy= C = H
0 OH

2NADH
2ATP 2NADH, Z 2NAD

Fonte: Silva, 2018

Apds a etapa de glicolise, a descarboxilacdo no piruvato é realizada pela enzima
piruvato descarboxilase, gerando na formacéo de acetaldeido e na liberacdo de uma molécula

de CO.. Esse passo € essencial, visto que retira um grupo carboxila do piruvato, convertendo-



0 em uma substancia de dois carbonos. Com a reducdo do acetaldeido a etanol pela enzima
alcool desidrogenase, ao utilizar o NADH que foi produzido na etapa de glicolise. Essa reacado
recupera 0 NAD+, que é importante para continuar a glicélise, permitindo que o processo de
producdo de ATP seja preservado mesma sem a presenca de oxigénio (SILVA, 2024).

Um aspecto essencial na fermentacdo alcodlica é recuperacdo do NAD™, sem esse
elemento, a glicélise seria suspensa, em razdo que o NAD* é importante ao oxidar a glicose.
Ao diminuir o acetaldeido a etanol, acontece uma doacao de elétrons do NADH transformando-
se em NAD+ de volta, sendo assim, esse procedimento possibilita que as células tenham

continuidade na producdo de ATP em critérios anaerdbios (SILVA, 2024)

Figura 2: Esquema da fermentacdo alcodlica (Usina Vale do Paranaiba).
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Fonte: Adaptado de RODRIGUES; DANTAS; FINZER (2009, p. 77).

O processo fermentativo da producdo de etanol é formado por etapas integradas que
preservam a eficacia da conversdo dos aglcares em etanol. No esquema convencional (Figura
2) tem inicio com a preparacdo do mosto, depois de extrair e clarificar, & configurado para
concentragdes ideais de solidos em 18 a 22 °Brix e pH em 4,5 a 5,5 favorecendo a agdo das
leveduras (DIAS et al., 2019). Na etapa de pasteurizagdo, onde acontece a esterilizacdo parcial
em temperaturas de 70°C a 80 °C reduzindo bacterias contaminantes (AMORIM et al., 2023).

Em sequéncia, 0 mosto e resfriado para temperatura de 30 a 32 °C e entdo € levada para
os reatores de fermentagdo, onde acontece a inoculacdo de leveduras Saccharomyces

cerevisiae. Além disso, cepas industriais como PE-2 e CAT-1 sdo recomendadas por causa de



sua elevada tolerancia ao etanol de até 12% v/v e sua eficacia na conversdo (BASSO et al.,
2021). O processo fermentativo é efetuado em batelada alimentada (feed-batch), com
acréscimo gradual do mosto para impedir a inibicdo osmdtica, tendo ciclos de 8 a 12 horas
(ZHANG et al., 2020).

Apds a fermentacdo, o mosto fermentado é levado para centrifugacdo onde separa o
vinho fermentado do fermento e em seguida € direcionada para destilacdo fracionada, que
através dos pontos de ebulicdo diferentes o etanol com 78,5 °C e 4gua com 100 °C sédo
separados. Na coluna de destilacdo tem-se a producéo de etanol hidratado contendo 92 a 96
°GL, que ao ser desidratado com ciclo dextrinas ou peneiras moleculares-resulta na obtencéo
do etanol anidro com 99,5 °GL (SANTOS et al., 2018).

Figura 3: Fluxograma do processo industrial do etanol através do melago

Cana-de-acucar

aagaco

Tatamento
Fisico-quimico

Caldo clarificado

Torta de Filtro

Caldo filtrado

_______ De stila ria

de l Caldo Limpo

o
: [Bapomgao |

: Cozimento :

:I-‘u"lnhﬂto

- |Centifugagao
:

.................................................

Aglicar Etanol Eanol
{hidratado) (anidro)

Fonte: SILVA, 2018

O fluxograma apresentado (Figura 3) retrata o processo de producao de agucar e alcool
com origem da cana-de-agUcar, evidenciando as principais etapas tanto a partir do tratamento
da matéria-prima até a aquisi¢do do produto. A cana-de-aglcar € uma das fontes de biomassa

mais importante para a producédo de etanol, um biocombustivel renovavel que vem ganhando



destaque na sua importancia no combate na reducédo do efeito estufa (SILVA et al., 2015). O
processo comecga com a moagem da cana-de-agucar, onde a uma separacao do bagaco do caldo.
O bagaco pode ser usado na geracdo de energia, ja o caldo é levado para o tratamento fisico-
quimico.

Apbds a moagem da cana-de-acUcar, o tratamento fisico-quimico é iniciado para
remocdo de impurezas que podem comprometer nas etapas seguintes. Na clarificacdo tem
envolvimento de produtos quimicos que possuem uma facilidade na sedimentacao de particulas
solidas, proporcionando um caldo limpo (OLIVEIRA et al., 2017). Esse caldo é levado parte
para a fabricacdo de agUcar e outra parte segue para producédo de etanol. Em seguida, o caldo é
enviado a evaporacdo para concentracdo, tendo como resultado um xarope rico em sacarose.
Esse xarope é destinado a centrifugacdo, onde acontece a separacao do melago dos cristais de
acucar. O melago subproduto gerado, é rico em agUcares fermentaveis, por isso é encaminhado
para producdo de etanol (DIAZ et al., 2019).

A estrutura original do melaco, que possui elevadas concentracfes de acucares nao é
um meio viavel para fermentacéo, por isso, é essencial que realize uma etapa de diluicdo para
que haja a formacédo de um liquido que seja apto a fermentar, chamado de mosto.

Inicialmente, o processo industrial de fermentacao alcoolica comeca com a entrada do
mosto nas dornas (biorreator) onde a levedura ja se encontra (pé de cuba), reproduzindo-se
levedura e um aumento lentamente de temperatura. Ent&o, cerca de 5 horas depois do processo
comecar é onde a fermentacdo primordial acontece, a qual é caracterizada por aumento rapido
de temperatura, diminuicdo da densidade do mosto, pH baixo, surgimento de espumas e
producdo de etanol. Geralmente, esse processo dura aproximadamente 9 horas e o primeiro
sinal de que a fermentacdo esté finalizando é a ndo existéncia de espumas. Logo apos, ocorre
a diminuicdo da temperatura do mosto e a liberacdo de gas carbdnico, sendo essa a etapa final,
com duracao de cerca de 7 horas.

Os processos metabdlicos das leveduras sdo dirigidos por varias vias enzimaticas que
permitem a transicdo de carboidratos em energia. A via glicolitica, em sequéncia pelo trabalho
da enzima zymase, que € encarregado pela transformacédo da glicose, e assim formando o
etanol. Apesar de eficiente, esse processo pode ser atingido por alteragfes na estrutura do
substrato e por parametros relacionados ao ambiente, 0 que necessita de um entendimento mais
profundo do sistema da metabolizacdo que envolve o processo (LIMA et al., 2017).

Logo apds, o mosto fermentado que é chamado de vinho, transcorre para uma
centrifugacdo, onde tem uma separacdo do vinho do creme de levedura. Em caso de reciclo de

célula, o creme de levedura passa por um tratamento acido, onde é retornado a dorna de



fermentacao para o reciclo de células, enquanto o vinho é movido para as colunas de destilagdo
para obtencéo do alcool etilico.

Para que ocorra o reciclo de células, é essencial que tenha linhagem forte e duravel, que
também obtenha rendimentos ideais de &lcool, armazene uma quantia 6tima de carboidratos
para a formacédo dessa matéria organica duradoura, permitindo que as leveduras perpetuem em
varios reciclos de células e assim ndo tenha perdas consideraveis.

Cepas de Saccharomyces cerevisiae escolhidas para processos industriais devem ter:

e Resisténcia elevada em estresses fisioldgicos, como alta osmolaridade,
aparecimento de inibidores e distincbes de temperaturas, assegurando uma
estabilidade metabdlica aos varios ciclos (BASSO et al., 2021).

o Otima capacidade de armazenar carboidratos, em especial trealose e glicogénio,
gue operam como reservas energeéticas para a conservacdo celular entre bateladas
(ZHANG et al., 2020).

e Altos rendimentos de etanol, sendo assim maior ou igual que 90% e formacéo de
subprodutos indesejaveis menor, preservando a eficdcia econbmica e
sustentabilidade (AMORIM et al., 2023).

A viabilidade da levedura é um fator determinante para que o reciclo ocorra
perfeitamente bem. Estudos mostram que a diminuicao de viabilidade acima de 15% por ciclo
impede de reutilizar em grandes quantidades, por causa do excesso de impacto celulares e
diminuicdo na atividade fermentativa (LOPES et al., 2022). Para conter esse impasse,
procedimentos podem ser adotados para aumentar a vida Gtil das leveduras como: tratamentos

de revitalizacdo, selecdo de cepas adaptadas e nutricdo suplementar (COSTA et al., 2021).

2.3 ELEMENTOS QUE IMPACTAM NO PROCESSO INDUSTRIAL

A producéo industrial do etanol pode ser influenciada por diversos fatores, desde as
condicdes operacionais do processo até a qualidade da matéria-prima. Segundo SILVA et al.
(2015), um dos principais fatores na eficacia fermentativa é a qualidade da cana-de-agucar,
uma vez que a presenca de impurezas, variagdes no teor de sacarose e 0 tempo entre o corte e

o processamento, influenciam de forma direta na produtividade. Estudos mostram que ha uma



diminuicao de até 20% no teor de sacarose se a cana apos o corte nao for processada em até 24
horas (OLIVEIRA et al., 2017).

Outra etapa critica € a do pré-tratamento do caldo, onde tem-se um envolvimento de
processos fisico-quimicos como filtracdo e clarificacdo. As impurezas removidas
inadequadamente podem prejudicar o processo fermentativo, elevando a producdo de
subprodutos indesejaveis, como acidos organicos e glicerol (DIAS et al., 2019). Acrescenta-se
que a escolha de materiais quimicos deve ser minuciosa pois tem um impacto na qualidade do
melaco e na viabilidade das leveduras (SANTOS et al., 2018).

A temperatura e o pH do mosto sdo fatores operacionais importantes. No processo
fermentativo a faixa ideal de temperatura varia entre 30°C e 35°C e pH entre 4,5 e 5,5. Valores
distintos dessas faixas contribuem para a inibi¢éo da atividade enzimatica das leveduras e pode
impulsionar a contaminacdo (COSTA et al., 2021). Além disso, a dosagem de oxigénio €
essencial para sintese de ergosterol, um elemento importante na membrana celular dos
microrganismos de fermentacdo, que impacta na sua resisténcia em meio no reciclo (ZHANG
et al., 2020).

Na destilagdo e na etapa de desidratacdo do etanol tem a presenga de substancias
volateis como ésteres e aldeidos que impde processos de retificacdo eficazes para obter padrdes
de pureza (FREITAS et al., 2020).

Um outro fator decisivo é os custos operacionais, a energia utilizada na destilagdo e
evaporagdo, simbolizando cerca de 40% dos custos totais, comprovando a necessidade de
investimentos em tecnologias em eficacia energética (LOPES et al., 2022). Ademais, a gestao
de transporte da cana-de-agucar e dos produtos pode colocar em risco até 15% do or¢amento,

principalmente em lugares com estrutura fisica inadequada (OLIVVEIRA et al., 2017).

2.4 BACTERIAS LATICAS NA PRODUCAO DE ALCOOL

A contaminacdo microbioldgica por bactérias que produzem acido latico simboliza um
problema significativo na fermentagéo alcoolica, de acordo como representado no esquema da
Figura 4. Como mostrado na ilustragdo, 0 melaco (molasses) atua tanto como substrato para
leveduras produtoras de etanol como também para bactérias laticas, que disputam por

nutrientes e convertem agucares em 4cido latico ao invés do etanol (SILVA et al., 2020).



Figura 4: Fluxograma de biorrefinaria de cana-de-agtcar: producao de etanol, agucar e
butanol a partir de residuas
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As bactérias laticas (BAL) desempenham duas fun¢des na producéo de alcool. Por um
lado, elas podem comprometer a fermentacdo ao disputar com as leveduras os agucares e gerar
subprodutos inconvenientes, como acido acético e latico, que restringem a atividade da
levedura, reduzindo a produtividade do etanol (AMORIM et al., 2023). Pesquisas indicam que
concentracgdes altas de BAL podem reduzir eficacia da fermentacdo em até 20%, além de elevar
a viscosidade do mosto, prejudicando os processos industriais (DIAS et al., 2022).

Por outro lado, em situagdes de controle, algumas cepas de BAL podem ajudar a
producdo do etanol. Exemplificando, Lactobacillus plantarum tem sido usado para acidificacao
do meio, restringindo 0 aumento de microrganismos contaminantes que consomem etanol
(BASSO et al., 2021). Além disso, como a BAL também produzem bacteriocinas que podem
eliminar patogenos, diminuindo a essencialidade de antibidticos e aperfeicoando a
sustentabilidade da producéo (LOPES et al. 2020).

Apesar de serem importantes na fermentacdo de alimentos, 0 seu comparecimento ndo
desejavel em processos de producdo de etanol pode causar sérios danos, tendo em vista a
competicdo que existe entre as leveduras e as bactérias laticas pelo substrato, acarretando a
geracdo do &cido latico. A formar esse subproduto, pH do meio fermentativo diminui,
prejudicando a atividade enzimatica das leveduras e interfere na eficacia da conversdo da
glicose em etanol (SOUZA et al., 2019).

Na metabolizagdo, essas bactérias fazem a fermentacéo de carboidratos principalmente
na producdo de &cido latico. Em funcédo da via da fermentagéo, podem ser classificadas como:



e Homofermentativas: conversao da glicose quase integralmente em &cido latico;

e Heterofermentativas: geracdo de outros subprodutos, por exemplo o etanol e

dioxido de carbono.

Figura 5: Rota metabdlica das bactérias latica homofermentativas e heterofermentativas
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A Figura 5 mostra de forma esquematizada as principais vias metabolicas usadas por

bactérias laticas homofermentativas e heterofermentativas na conversdo de glicose em etanol e

acido latico. Observa-se que no processo homofermentativo, a glicose é convertida de forma

direta em duas moléculas de lactato através da via de Embden-Meyerhof-Parnas (Glicolise),

com a enzima lactato desidrogenase (LDH) realizando catalise para reduzir o piruvato a lactato,

no decorrer em que 0 NAD+ é regenerado para sustentar o fluxo glicolitico (ZHENG et al.,

2020).

Em contrapartida, a via das pentoses-fosfato, no caso a rota heterofermentativa mostra

um desvio metabdlico. Uma parcela é transformada em CO: e etanol por meio da atividade das

enzimas piruvato descarboxilase e alcool desidrogenase (ADH) (GANZLE, 2022). Essa rota é

representada pelo lado direito da imagem, gera 1 mol de etanol e 1 mol de lactato por mol de



glicose, alem de produzir CO2, o que justifica a baixa eficacia energética ao comparar com a
homofermentacéo.

A presenga de bactérias heterofermentativas na fermentacéo pode ter vantagens como
também problemas, pois colabora para adi¢do de etanol no processo de fermentagéo alcodlica,
mas em contraste a formacao de &cido latico pode inibir a metabolizacéo da glicose, quando a
concentracdo de lactato passa de 5 g/L (NARENDRANATH et al., 2018). A ilustracdo
demostra essa disputa metabdlica, e exibe como o piruvato € um contraponto determinante
entre as rotas.

Os fatores que ajudam no crescimento dessas bactérias tém uma influéncia significativa
em sua performance nos processos industriais. Geralmente, elas crescem de forma ideal nas
temperaturas entre 30°C e 40°C e em alta acidez, esses pardmetros sdo essenciais para a
realizacdo de estratégias de controle, como a sustentacdo de fortes padrdes higiénico e a
utilizacdo de inibidores seletivos, que propdem a diminuicdo da contaminacdo e assim
garantindo uma produtividade elevada na producdo de etanol (CARVALHO; GONCALVES,
2020).

Outras bactérias contaminantes sdo as do género Bacillus. Estas bactérias apresentam
uma ampla variedade e diversidade no meio ambiente. Tem o formato de bastonete e contém
uma grande relevancia pela competéncia de gerar enzimas e demais interesses biotecnolégicos.
No setor sucroalcooleiro, alguns microrganismos podem exercer a fungdo de contaminante no
processo fermentativo para producao de etanol. Porém, pesquisas demonstram que a biomassa
lignocelulésica na producdo de bioetanol é promissora, pois essa espécie de Bacillus tem a
capacidade de converter polissacarideos complexos, por exemplos a hemicelulose e a celulose,
em acucares fermentaveis (OLIVEIRA et al., 2018).

A contaminacdo por bactérias laticas gera o acido latico na fermentacdo, decai 0
rendimento em alcool e eleva a essencialidade de métodos de correcdo, como acidificar o mosto
ou utilizar antibioticos (BASSO et al., 2014).

Para diminuir as impressdes negativas do &cido latico, muitas técnicas vém sendo
implementadas, como controle forte higiénico da fermentacao e a escolha de leveduras mais
resistentes a acidos organicos. Monitorar 0 microrganismo contaminante por meio de
procedimentos moleculares tem demostrado um mecanismo indispensavel ao identificar
inicialmente qualquer microbiota desfavoravel ao processo proporcionando uma rapida

intervencdo provocando uma fermentacéo eficiente (LOPES et al., 2016).



2.5 MECANISMOS DE PRODUCAO E ACUMULO DE ACIDO LATICO

Na maioria das vezes a formacéo de acido latico ocorre por meio da via de fermentagéo
homolatica, onde a converséo de glicose em dois mols de &cido latico, formando energia para
que a bacteéria cresca. Enquanto na fermentacdo heterolatica, por outro lado, obtém-se o acido
latico, porém gerando outros subprodutos;-como dioxido de carbono ou outro tipo de bactéria
relacionada (NOGUEIRA et al., 2012). A maioria dessas vias metabdlicas espera-se que seja
influenciada por diversos parametros por exemplo, a temperatura, o pH do meio, agUcares
disponiveis e a composi¢do do substrato (BASSO et al., 2014).

Alguns parametros como pH da fermentacdo, a concentragéo de nutrientes e a existéncia
de inibidores podem impactar no acimulo de &cido latico no meio fermentativo. Quando o pH
descresse ao agregado de acido latico, o meio se transforma mais desvantajoso para as bactérias
produtoras de etanol, o que pode gerar em uma diminui¢do na produtividade na fermentacao
(GOMBERT etal., 2017). O acimulo exagerado de &cido latico ocasiona a inibi¢do do trabalho
das leveduras, impedindo a conversdo em etanol. Taticas para o controle de acimulo de acido
latico envolvem a melhoria das circunstancias do meio fermentativo, a utilizacdo de leveduras
resistentes a acidos e controle do pH (LOPES et al., 2016).

A concentracao de 4cido latico e o rendimento da producéo de alcool etilico € essencial
na melhoria dos processos da fermentacdo, em especial na producdo de bioenergia. O excesso
de acido latico pode comprometer a viabilidade celular, provocando uma diminuicdo na taxa
de conversdo dos agucares em etanol. Por isso, o gerenciamento do acumulo do &cido latico é
importante para aumentar o rendimento dos processos industriais, em especial 0s bioprocessos
de amplo alcance (MOREIRA et al., 2010).

2.6 METODOS DE DETECCAO E QUANTIFICACAO DE ACIDO LATICO

O monitoramento do &cido latico é essencial para assegurar a qualidade e a eficacia dos
processos fermentativos, tendo em vista que a concentragcdo desse acido, em alto nivel,
contribui para desvios operacionais interferindo no rendimento dos produtos produzidos.
Véarios métodos analiticos sdo aplicados para determinar o &cido latico, dentre os quais
evidencia-se a espectrofotometria, biossensores enzimaticos e técnicas cromatograficas
(COSTA et al., 2015; SILVA et al., 2018).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Figura 6) é um método

cromatografico que possibilita uma alta exatiddo e percepcdo, concedendo a separacao e a



quantidade exata do &cido latico, mesmo em fontes complexas. Porém, esta técnica necessita
de aparelhos mais refinados, um elevado custo operacional e mao de obra qualificada,
restringindo sua funcionalidade na maioria das vezes. De modo divergente, a
espectrofotometria demostra vantagens como a velocidade na andlise e a diminuicéo de custos,
apesar que intromissdes de outras substancias na amostra podem ocorrer, interferindo a
apuracdo dos resultados (SILVA et al., 2018).

Figura 6: Analisador de Ac¢ucares HPLC — Modelo S 599 — Marca Sykam

Fonte: Instrulab, 2025

Outra opgdo sdo 0s biossensores enzimaticos que se destacam como uma prospera
opcao para 0 monitoramento do &cido latico, permitindo a identificacdo de imediato com boa
exatiddo e sensibilidade. Fundamentados em reacdes enzimaticas que produzem sinais
igualmente a concentracdo do &cido, esses aparelhos tornam facil a aplicabilidade de
mecanismos automaticos para o controle de qualidade. Entretanto, a indispensabilidade
recorrente de calibracdo e a vulnerabilidade a influéncia intromissde de outras substancias
ainda demostra empecilhos para a sua aplicabilidade em grande quantidade (PEREIRA et al.,
2019).

2.7 ESTRATEGIAS DE CONTROLE DE BACTERIAS LATICAS NA
FERMENTACAO
Ao analisar o ambiente da fermentacéo alcodlica, a contaminacao por bactérias laticas

e a producéo de acido latico simbolizam problemas frequentes importantes, ja que interfere na



eficiéncia das leveduras e diminuem a produtividade do processo. Para atenuar esses impactos
vartades, uma abordagem extensivamente assumida abrange o uso de substancias quimicas e
elementos antimicrobianos. Esses agentes tém a funcdo de conter o crescimento de bactérias
laticas sem perturbar na operacéo fermentativa das leveduras, oferecendo um meio adequado
para conversdo dos acucares em etanol (SILVA, RODRIGUES; LIMA, 2012).

Outra perspectiva favoravel € a aplicacdo de inoculantes microbianos competitivos,
que funcionam como uma parede biolégica contra a contaminagdo. Ao implementar
microrganismos favoraveis, que disputam com as bactérias laticas por elementos nutritivos e
territorio, é provavel que as leveduras selecionadas sejam favorecidas, reduzindo a recorréncia
de contaminacéo e aprimorando o equilibrio da fermentacdo. Muitas pesquisas mostram que a
aplicacdo desses inoculantes resulta em uma diminui¢do relevante na producao de acido latico,
colaborando para uma produtividade mais estavel de alcool etilico (ALMEIDA; GOMES;
FERREIRA, 2018).

Por outro lado, a gestdo dos dados de operacao, como pH e temperatura por exemplo,
demonstra a importancia dos microrganismos no envolvimento da fermentacdo. Uma
modificacdo exata desses parametros ndo sO potencializa o trabalho das leveduras, como
também forma um meio desvantajoso para a disseminacdo das bactérias laticas. Ao manter esse
sistema de um pH ideal e a padronizacdo da temperatura no decorrer da fermentacdo tém
capacidade de diminuir a geracao de &cido latico, assegurando uma fermentacdo mais produtiva
e aumentando a qualidade do etanol (COSTA; SOUSA; 2015).

A higienizacao adequada dos reatores e equipamentos de fermentacéo € essencial para
prevenir contaminacgdes persistentes. Limpezas realizadas com agua quente, com temperatura
de 80°C, e solucdes alcalinizadas, por exemplo o hidréxido de sédio a 2%, retiram biofilmes e
rejeitos de leveduras mortas, que desempenham o papel de substrato para BAL (GANZLE,
2022). Além do mais, a pasteurizacdo do mosto pode ser usada em casos de contaminacao
recorrentes.

A utilizacdo integrada de sensores (pH, redox e NIR) no monitoramento continuo da
fermentagdo possibilita identificar rapidamente desvios microbianos. Quando detectadas
anomalias, o0 sistema permite ajustar imediatamente a temperatura e dosar antimicrobianos de
forma direcionada, controlando as populac6es bacterianas. Essa abordagem dindmica minimiza
perdas no rendimento fermentativo e reduz o consumo desnecessario de insumos (MENEZES
etal., 2021).



Figura 7: Equipamento MATRIX-F para espectroscopia de infravermelho

Fonte: Fermentec News (2022).

A unido junede dessas estratégias nas usinas brasileiras tem demostrado resultados em
potenciais. A associagdo de antimicrobianos, controle de pH e higienizagdo diminui a
contaminacgdo por BAL em 50% em algumas plantas, com aumento de rendimento de até 15%
(AMORIM et al., 2023). A aplicacdo de BPF (Boas Praticas de Fabricacao) e a qualificacdo de
operadores sdo pontos para 0 sucesso dessas iniciativas.

Além disso, a presenca de bactérias laticas exige um planejamento operacional rigoroso
e monitoramento constante. A manutencdo de critérios higiénicos estritos, o ajuste preciso dos
parametros operacionais e a eventual necessidade de utilizar inibidores bacterianos elevam
significativamente os custos de produgdo. Essa combinacdo de fatores pode comprometer a
eficiéncia das usinas de etanol, especialmente em um mercado que demanda cada vez mais
competitividade e sustentabilidade econémica (CARVALHO; GONCALVES, 2020).

2.7 ESTUDO DE CASO: ANALISE DE MICRORGANISMOS PRODUTORES DE
ACIDO LATICO EM USINA DE ETANOL NO CENTRO-OESTE BRASILEIRO

Em 2022, uma usina localizada no Mato Grosso do Sul destacou-se uma diminuicédo de
18% no rendimento fermentativo durante a safra, impulsionando uma investigacdo sélida. O
problema aconteceu a0 mesmo tempo em que a transicdo entre as safras era realizada, onde as
condicdes de operacdo sdo mais suscetiveis a contaminacdo (OLIVEIRA et al., 2023). Ao
analisar, foi detectado niveis fora do normal de &cido latico de 6,8 g/L nos reatores afetados,
ultrapassando em 140% os valores na fermentacdo alcodlica que sdo considerados normais
(SOUZA et al., 2022).



A equipe profissional realizou a coleta de 120 amostras ao longo de 15 dias
consecutivos, utilizando técnicas de PCR em tempo real para identificar a microbiota e
cromatografia liquida para quantificar os metabdlitos. Como controle, foram usados reatores
com rendimento tedrico normal de 85 a 90%. Esses resultados demostraram a presenca de
Lactobacillus fermentum e Leuconostoc pseudomesenteroides com nivel bacteriano chegando
a 10’ UFC/mL nas unidades problematicas (SILVA et al., 2023). A analise metabdlica
comprovou que 78% das cepas eram homofermentativas, explicando o excesso de lactato.

Esse estudo quantificou-se perdas significativas de R$ 2,7 milhdes por causa da
diminuicao da producdo de etanol, ao considerar o tempo de 30 dias.

Entdo, a fermentacdo contaminada indicou:

e O aumento do tempo da fermentacdo em 22%;

e Consumo de agucares acima de 15%;

e Reducdo do rendimento alcodlico tedrico em 72% (ARAUJO et al., 2022).

A usina entdo adotou estratégias para combater a contaminacéo:

1. Tratamento antimicrobiano com uso de bacteriocinas;

2. Monitoragdo em tempo real com a implementacgéo de sensores de pH e redox;

3. Controle bioldgico com a inoculagdo de leveduras tolerante a acidos;

4. O crescimento de 40% no tempo do Clean-in-place (CIP), realizando uma otimizacao

higiénica.

Apobs a intervencdo, que durou 60 dias, houve uma reducdo em 92% da populacdo
bacteriana, os niveis de &cido latico foram mantidos abaixo de 2g/L, ocorreu a recupera¢do do
rendimento teérico para 87% e economia de aproximadamente R$ 180 mil/més em antibioticos.

Ao se analisar esse estudo de caso é revelado o quanto é vulneravel o processo
industrial do etanol e que demanda concentracdo imediata. A sazonalidade das safras impacta
diretamente na microbiota industrial, criando um cenéario de fragilidade a contaminacGes
bacteriana em época de transicao.

Os resultados adquiridos foram positivos e comprovam que as estratégias realizadas
podem inverter situacOes criticas de contaminagdo bacteriana. O caso analisado mostrou que
implementar combinacGes de estratégias rigorosas de higienizacdo, utilizar cepas de leveduras
mais solidas e adotar sistemas de monitoracdo tecnoldgica permitiu aumentar o rendimento em
apenas em dois meses (ANDRADE et al., 2023). Com esse resultado positivo fica claro a
eficiéncia das providencias realizadas, mas também serve para outros estabelecimentos

produtivos que enfrentam problemas semelhantes, demostrando o quanto é importante o



investimento em desenvolvimento em pesquisas e tecnologias avancadas no controle
microbiologico na inddstria.

Pesquisas na USP (Universidade de S&o Paulo) estdo em andamento, nas quais sao
testadas a eficiéncia de bastonetes em meios de culturas seletivos para se detectar rapidamente
bactérias laticas (SILVA et al., 2024). Esses bastonetes operam como biossensores ou como
equipamentos de analise microbioldgica, identificando a presenca desses microrganismos no
tempo minimo de 24 horas, representando erde € um avango importante ao comparar com 0s
métodos tradicionais, que levam de 3 a 5 dias para conseguir os resultados.

Ao mesmo tempo, o Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) tem realizado avaliacGes
unindo-se esses bastonetes com métodos moleculares. A inclusdo de sondas de DNA
especificas para LDH (lactato desidrogenase) tem se mostrado promissora para diferenciar
espécies heterofermentativas de homofermentativas que sdo mais prejudiciais ao processo
fermentativo (OLIVEIRA et al, 2023). Essa distin¢do ¢é essencial na tomada de deciséo, cujas
onde abordagens serdo feitas a partir desse controle.

Desafios tecnoldgicos ainda precisam ser vencidos para que a implementacgdo total
dessas solugbes aconteca. A estabilidade de reagentes em condicGes de campo e 0 custo-
beneficio para usinas de menor escala sdo temas de estudos atuais (RIBEIRO et al., 2024).
Além disso, essas solucdes estdo sendo estudadas para integracdo de IA (inteligéncia artificial)

0 possibilitara a previsdo da contaminacao por meio de dados historicos.

3. METODOLOGIA

Este estudo de caso foi realizado no Laboratério Industrial da Usina Margarida no
estado de Pernambuco durante a safra 2024/2025. As amostras foram coletadas durante uma
semana, do dia 20/01/2025 ao 24/01/2025 durante a producéo de alcool.

3.1 DETERMINACAO DE CONCENTRACAO DE ACIDO LATICO

Para determinar a concentracdo de acido latico, foram examinadas amostras do mosto
em 3 etapas diferentes do processo fermentativo: mosto de alimentacdo, 1° estagio e mosto
final.

De inicio, 1 mL da amostra foi transportado para um baldo volumétrico de 100 mL e

concluido com &gua deionizada garantindo uma qualidade ideal. Logo apos, foi levemente



molhada pela solucdo uma fita indicadora Unica para acido latico (Figura 9), acompanhando o
que fabricante Merck indica.

Depois da umidificacdo da fita, foi esperado um tempo determinado de 300 segundos,
que é de acordo pelo aparelho Lactimetro (Figura 8). A partir da leitura da fita indicadora o
resultado foi adquirido e um fator de correcdo 100 é usado para a conversdo de unidade
pretendida.

Figura 8: Lactimetro, aparelho de medicdo de &cido latico

Fonte: Autoria Propria, 2025

Figura 9: Fita indicadora Unica para acido latico

Fonte: Autoria Prépria, 2025

3.2 QUANTIFICACAO DE BASTONETES



Para a contagem de bastonetes na fermentagdo, foram examinadas amostras em 2
etapas: 1° estagio e do mosto final.

No comego, foi diluido 1 mL da amostra em 3 mL de agua destilada em um tubo de
ensaio, assegurando a coloragdo adequada. Logo ap6s, 1 mL dessa solucdo foi transportado
para um tubo secundéario, onde foi adicionado 1 mL de azul de metileno. Essa tonalidade
proporciona a diferenciacdo entre células mortas e vivas, assim considerando s as células
viaveis na contagem.

Em seguida da coloragéo, uma gota da amostra foi aplicada na parte superior da lamina
de Neubauer, revestida com uma laminula e submersa em Gleo de imersdo para andlise
microscopica. A contagem dos bastonetes foi executada empregando um microscopio ideal
para esse tipo de analise.

Pela seguinte equagdo a concentragdo de bastonetes foi calculada (Equacéo 2):

Quantidade de bastonetes contados
50

-17621,1- 500 - 3 )

Em que:
e 50: Fator de referéncia da contagem;
e 500e 17621,1: Fatores proprios do microscopio;
e 3: Fator de diluicdo referente a preparacdo da amostra.
Somente 0s bastonetes vivos foram considerados para a analise, assim garantindo a exatiddo

do resultado.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 CONCENTRACAO DE ACIDO LATICO

A concentracdo de acido latico na fermentacdo pode ser usada como uma indicacao de
contaminagdo bacteriana, visto que esses tipos de microrganismos intrusivos podem
transformar substratos fermentaveis em acido latico ao invés do alcool etilico. Os dados
expressados na Tabela 1 mostra uma oscilacdo ao longo dos dias em que a andlise fora

realizada.



Tabela 1: Concentracdo de cido latico na fermentacédo

Data Entrada 1° Estéagio Mosto Final 1° Estéagio /

(mg/L) (mg/L) Final

20/01/2025 460 2130 2780 31%

21/01/2025 520 3510 4320 23%

22/01/2025 570 1830 2040 11%

23/01/2025 570 3290 3870 18%

24/01/2025 850 3300 3700 12%
Média 594 2812 3342
D.P 164 728 1016

Fonte: Autoria Propria, 2025

Os valores de &cido latico no 1° Estagio oscilaram de 1830 mg/L a 3510 mg/L,
paralelamente os valores do mosto final oscilaram de 2040 mg/L a 4320 mg/L. A porcentagem
de elevacdo do acido latico entre o 1° estagio e o mosto final apresentou variacdes entre 11% e
31%, apontando uma maior existéncia de contaminagdo em dias determinados, como exemplo
no dia 20/01/2025, onde a oscilacédo foi de 31%.

O Gréfico 1 representa a oscilacdo percentual de &cido latico durante o processo
fermentativo ao longo de cinco dias consecutivos de 20/01/2025 a 24/01/2025, sugerindo uma

atividade microbiana das bactérias laticas que convertem acgucares em &acido latico durante a

fermentacao.
Gréfico 1: Percentual de Acido Latico nos dias 20/01 a 24/01
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O aumento da concentracdo do &cido latico pode prejudicar o desempenho da
fermentacao, diminuindo a producdo do alcool etilico e alterando a viabilidade das leveduras.
Desse modo, monitorar continuamente essa concentracdo tem importancia para que perdas
sejam evitadas na produgéo industrial.

O Grafico 2 compara as concentracdes de acido latico em mg/L entre o 1° estagio da
fermentacdo e o mosto final. Demonstra-se que, em todos os dias analisadas, a concentracédo
de &cido latico € foi maior que no 1° estagio, apontando um acumulo gradual de acido latico
durante a fermentacdo. Por exemplo, no dia 20/01, o 1° estagio mostra 1.500 mg/L, enquanto
0 mosto final apresenta 4.500 mg/L, esse modelo repete-se nos dias posteriores com oscilacdes
semelhantes.

Gréfico 2: Concentragdes (mg/L) do 1° Estagio e Mosto Final

As concentragdes de acido latico no 12 estégio e no mosto
final para cada dia.
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Fonte: Autoria propria, 2025

4.2 QUANTIFICACAO DE BASTONETES

A identificacdo da contaminacdo pode ser detectada através da quantidade de bactérias
na forma de bastdo, que normalmente estdo conectadas a producédo de acido latico. As tabelas

2 a 6 mostram as informagfes microbioldgicas das amostras recolhidas nos dias 20 a 25 de
janeiro de 2025.



Tabela 2: Microbiologia da amostra do dia 20/01/2025

Amostra Viabilidade Brot. Contagem CEL/MI
1° Est4gio 93,61% 6,81% 8,4x10"6 8,2x10"9
Fermento 95,58% 3,07% - -
Tratado
Mosto Final - - 9,5x10"6 -
Fonte: Autoria Propria, 2025
Tabela 3: Microbiologia da amostra do dia 21/01/2025
Amostra Viabilidade Brot. Contagem CEL/MI
1° Estéagio 92,15% 4,25% 1,2x10"7 6,3x10"8
Fermento 91,78% 4,47% - -
Tratado
Mosto Final - - 1,5x1077 -
Fonte: Autoria Propria, 2025
Tabela 4: Microbiologia da amostra do dia 22/01/2025
Amostra Viabilidade Brot. Contagem CEL/MI
1° Estagio 95,34% 4,87% 5,3x10"6 8,1x10"8
Fermento 93,22 3,63% - -
Tratado
Mosto Final - - 5,8x10"6 -
Fonte: Autoria Propria, 2025
Tabela 5: Microbiologia da amostra do dia 23/01/2025
Amostra Viabilidade Brot. Contagem CEL/MI
1° Estéagio 93,87 % 4,34% 4,9x10"6 8,4x10"8
Fermento 91,83% 4,45% - -
Tratado
Mosto Final - - 5,6x10"6 -
Fonte: Autoria Propria, 2025
Tabela 6: Microbiologia da amostra do dia 24/01/2025
Amostra Viabilidade Brot. Contagem CEL/MI
1° Estagio 92,50% 5,40% 7,9x10"6 7,7x10"8
Fermento 94,82% 3,63% - -
Tratado
Mosto Final - - 9,0x10"6 -

Fonte: Autoria Propria, 2025




Tabela 7:Média dos Dados Microbioldgicos (20-24/01/2025)

Amostra Viabilidade Brot. Contagem CEL/MI
1° Est4gio 93,49% 5,13% 7,5x10"6 7,7x10"9
Fermento 93,45% 3,81% - -
Tratado

Mosto Final - - 8,48x10"6 -

Fonte: Autoria Propria, 2025

Tabela 8: Desvio padrdo dos Dados Microbiol6gicos (20-24/01/2025)

Amostra Viabilidade Brot. Contagem CEL/MI
1° Estagio 1,18 1,04 2,84 7,8
Fermento 1,72 0,72 - -
Tratado

Mosto Final - - 3,54 -

Fonte: Autoria Propria, 2025

As medidas de viabilidade das leveduras no 1° estagio permaneceram superior a 90%,
apontando um grupo ativo e supostamente forte a contaminacdo. Porém, na contagem de
células percebe-se a manifestacdo de bactérias competidoras, com medidas variando entre
6,3x108 e 8,4x10° células/MI

As medidas do mosto final da contagem de leveduras mostram também a permanéncia
dos bastonetes, com concentracdes de até 1,5x10"7 células/MlI, o que colabora com os indices
elevados demostrados na Tabela 1. Isso refor¢ca a importancia do monitoramento mais
frequente da microbiota aparentes no meio fermentativo para a diminui¢do do acido latico na
producdo etilica.

Os parametros demostram que os bastonetes, que pertencem ao género Bacillos, sdo
determinantes no aumento de concentracdo de acido latico. A diminuicdo da viabilidade das
leveduras fermentativas pode ser um fator indicativo de que esses contaminantes estdo
competindo pelos substratos da fermentacdo, provocando uma diminuicdo no e rendimento
alcodlico.

Diante dos resultados, fica claro que a implementacdo de um protocolo de
monitoramento continuo € essencial para controlar a contaminagdo microbiana. Ajustes
operacionais precisos, como dosagem otimizada de antimicrobianos e controle rigoroso de
parametros (pH, temperatura), devem ser adotados. Essa abordagem minimiza perdas

produtivas ao garantir condicOes ideais para as leveduras. Além disso, a analise em tempo



real dos dados permite intervencées rapidas e direcionadas. Por fim, essas medidas asseguram
a eficiéncia industrial, reduzindo custos e mantendo a qualidade do etanol produzido.

Os resultados demonstraram que a contaminacdo por bactérias laticas e o acimulo de
acido latico impactam fortemente na eficacia da fermentagdo. Por isso para contornar esses
problemas, recomenda-se a aplicacdo de uma juncao de protocolos.

O primeiro deles é a implementacdo de tratamentos com antimicrobianos ou
bacteriocinas seletivos para diminui¢do da populacdo bacteriana sem prejudicar as leveduras.
Além de utilizar sensores de pH e redox para a monitoracdo em tempo real para detectar desvios
e ajustar parametros operacionais reduzindo a acidez do meio.

Outro protocolo a ser realizado é o aumento do tempo de Clean-in-place (CIP),
utilizando solugdes alcalinas e dgua quente que, demonstrou ser eficiente na eliminacdo de
microrganismos bacterianos e na diminui¢do da contaminagdo microbiana, como visto no
estudo de caso realizado no Mato Grosso do Sul, onde essa medida ajudou na recuperacdo da
produtividade fermentativa e a reduzindo as perdas na producao.

Investimentos em inovagOes sdo necessarias para solidificar a competividade industrial.
Ao padronizar essas préaticas, em juncdo a capacitacdo técnica, garantindo a sustentabilidade

econOdmica e ambiental do setor sucroalcooleiro.

5. CONCLUSAO

Esse estudo realizado mostrou os desafios microbioldgicos enfrentados no processo
industrial de etanol, com foco na contaminacdo por bactérias laticas e seu efeito na
produtividade durante a fermentacdo. Os resultados obtidos mostraram que a presenca dessas
bactérias esta fortemente ligada a baixa viabilidade celular das leveduras Saccharomyces
cerevisiae e em consequéncia a diminuicdo do rendimento alcodlico. A quantidade de &cido
latico mostrou concentragdes significativa no mosto final, obtendo-se uma variagédo entre 2,04
e 4,32 g/L, confirmando a hipotese de que a contaminacao por bactérias laticas prejudica o
desempenho da fermentacéo alcodlica.

A avaliagdo da viabilidade celular revelou que o aumento dos niveis de acido latico
estdo ligados & inibicdo do metabolismo das leveduras, acarretando uma ineficiéncia no
processo. O estabelecimento das concentragdes de &cido latico demostrou variagdes durante o
processo fermentativo, com 0 pico que registra a presenca de contaminacdo bacteriana. Entre
0s metodos aplicados para reduzir esses impactos, evidenciou-se a utilizacdo de bactericidas

seletivos, a monitoragdo do pH e a implementacédo de leveduras mais persistentes a meio cido,



que obtém como resultado a diminuigdo de até 92% da contaminagdo e uma recuperacao de
87% do rendimento alcodlico tedrico.

Por fim, este trabalho demostra 0 compromisso em métodos integrados para controlar
contaminantes, juntamente com a microbiologia, inovagbes tecnoldgicas e engenharia de
processos. A padronizacao dos procedimentos de monitoragéo e a capacitacdo de profissionais
séo etapas importantes para solidificar as melhorias destacas em estudos de caso. Futuramente
pesquisas devem ser realizadas para investigar comunidades microbianas em equilibrio e
técnicas de modificacdo genética para desenvolver cepas de leveduras ainda mais resistentes,

assegurando a competitividade do etanol brasileiro no contexto global energético.
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