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APRESENTACAO

A colecao “Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos” é uma obra que tem como
foco principal a apresentagéo de trabalhos cientificos diversos que compde seus capitulos
relacionados aos microrganismos. O volume apresenta um compilado de 15 artigos
distribuidos em teméticas que abordam de forma categorizada e interdisciplinar trabalhos,
pesquisas, relatos de casos e/ou revisdes que transitam nas diversas areas de aplicagéo
da Microbiologia.

O objetivo central desta coletanea é apresentar de forma categorizada e clara
estudos desenvolvidos em diversas instituicbes de ensino e pesquisa do pais. Em todos
esses trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado a Bacteriologia, Micologia,
Parasitologia, Virologia, Imunologia Biotecnologia, Satude Publica e areas correlatas.

O avanco tecnolégico tem contribuido com inimeras pesquisas relacionadas a
biologia dos diversos microrganismos existentes, e consequentemente, esses estudos
podem auxiliar na prevengdo e no combate a patologias/doengcas que podem afetar a
saude humana e dos demais seres vivos.

Temas diversos e interessantes sdo deste modo, discutidos aqui com a proposta
de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres, doutores e todos aqueles
que de alguma forma se interessam pelas ciéncias bioldgicas e pelas ciéncias da saude
em seus aspectos microbioldgicos. Possuir um material que demonstre a aplicacdo dos
microrganismos em varias areas do conhecimento, de forma temporal e com dados
substanciais de regides especificas do pais tem sido relevante, bem como, abordar temas
atuais e de interesse direto da sociedade.

Este livro “Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos” apresenta uma teoria bem
fundamentada nos resultados praticos obtidos pelos diversos pesquisadores, professores
e académicos que arduamente desenvolveram seus estudos que aqui estdo apresentados
de maneira concisa e didatica. Sabemos o quéo importante é a divulgagao cientifica, por
isso evidenciamos também a estrutura da Atena Editora, que é capaz de oferecer uma
plataforma consolidada e confiavel, permitindo que esses pesquisadores exponham e
divulguem seus trabalhos.

Desejo a todos uma 6tima leitura.

Renan Monteiro do Nascimento
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RESUMO: Durante o processo de fermentagéo
industrial tradicional, ocorre a producédo de
bioetanol pela levedura a partir de um mosto
acucarado, onde varios tipos de contaminacdes
podem ocorrer prejudicando a obtencéo
do produto, dentre essas, a contaminagédo
microbiana. O controle microbioldégico do
processo requer um tratamento diferencial, onde
€ necessario controlar os contaminantes, sem, no
entanto, afetaraacéodasleveduras selecionadas.
Atualmente, estdo sendo estudadas formas
naturais de controle que atendem aos requisitos
de producdo sem afetar adversamente o meio
ambiente ou impedir o comércio subsequente dos
subprodutos gerados. Diante dessa realidade,
0 presente trabalho buscou discutir esse tema
importante, abordando dados atuais da produgao
de bioetanol, perspectivas do setor e do controle
microbiolégico do processo, destacando as
formas naturais de controle, dentre elas, o uso
de extratos vegetais.

PALAVRAS-CHAVE: Extrato vegetal.
Antimicrobiano. Contaminantes. Fermentagao.
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BIOETHANOL PRODUCTION AND MICROBIOLOGICAL PROCESS CONTROL

ABSTRACT: During the traditional industrial fermentation process, yeast bioethanol is
produced from a must with sugar, where various types of contamination can occur, reducing
the production of the product, among which, microbial contamination. The microbiological
control of the process requires a differential treatment, where it is necessary to control the
contaminants, without, however, affect the action of the selected yeasts. Currently, natural
forms of control that meet production requirements are being studied without adversely
affecting the environment or preventing subsequent trade in the generated by-products. In
view of this reality, the present study aims to discuss this important topic, addressing current
data on bioethanol production, sector perspectives, and the microbiological control of the
process, highlighting the natural forms of control, including the use of plant extracts.
KEYWORDS: Vegetable extract. Antimicrobial. Contaminants. Fermentation.

11 INTRODUGAO

O processo fermentativo € a principal via de obten¢éo do etanol através da oxidag¢ao
dos monémeros de acglcar pelas leveduras Saccharomyces cerevisiae (NIELSEN et al.,
2013; AZHAR et al., 2017). Para que este processo se realize é preparado o mosto, o qual
pode ser procedente do caldo de cana-de-aglcar e/ou melago gerando um ambiente com
teor de aglcar e pH ajustados para favorecer o processo fermentativo e inibir o processo
respiratorio nas leveduras (DELLA-BIANCA et al., 2013). Porém, essas mesmas condi¢des
também facilitam o desenvolvimento de uma série de micro-organismos contaminantes
como bactérias e leveduras selvagens (MUTHAIYAN; LIMAYEM; RICKE, 2011; BECKNER;
IVEY; PHISTER, 2011), os quais sao facilmente assimilados durante todo o processo, desde
a colheita, armazenamento e processamento da matéria-prima (MUTHAIYAN; LIMAYEM,;
RICKE, 2011), até pela agua de diluicdo do mosto e pelos equipamentos e tubula¢des do
préprio processo (OLIVEIRA et al., 2013; BREXO; SANT'ANA, 2017).

A presenca de micro-organismos contaminantes resulta em queda no rendimento
fermentativo e o controle torna-se de fundamental importancia para o setor produtivo
(NAVES et al., 2010). O controle bacteriano no processo é feito pela adicdo de é&cido
sulfurico, porém para altos niveis de contaminacgéo é realizada a utilizagéo de antibidticos
(MUTHAIYAN; LIMAYEM; RICKE, 2011), no entanto esse uso inviabiliza o comércio
posterior da levedura seca para alimentagao animal e outros fins, por deixarem residuos
nas células (FREITAS; ROMANO, 2013).

Além disso, o gasto com antibi6ticos torna-se um dos grandes desafios do processo
(BREXO; SANT’ANA, 2017) e a busca por formas alternativas de controle passa a despertar
muito interesse (CAETANO; MADALENO, 2011; MADALENO et al., 2016; RICH et al.,
2018).

Os produtos naturais derivados de vegetais possuem grande potencial ao
desenvolvimento de produtos de interesse por serem, atualmente, a principal fonte de
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novas moléculas quimicas bioativas (ANAND, et al, 2020).

21 PRODUTIVIDADE E PERSPECTIVA DO SETOR SUCROENERGETICO

No mundo moderno a necessidade do deslocamento da produgéo e das pessoas
faz com que os combustiveis sejam intensamente utilizados, porém o uso de combustiveis
fosseis tem sido questionado devido a sua finitude e efeitos adversos causados ao
ambiente, como aumento dos gases de efeito estufa gerando aquecimento global,
mudancgas climaticas com possiveis altera¢gdes do nivel do mar, da biodiversidade,
aumento da poluicdo urbana entre outros (ZABED et al., 2017). Neste sentido, ha uma
crescente demanda pelo uso de combustiveis alternativos que proporcionem seguranca
energética e ambiental, impulsionando os estudos recentes devido a serem oriundos de
fontes renovaveis ou até mesmo de residuos gerados pela acdo humana, degradacéao
natural de frutas e outros vegetais ou da producéo industrial (BHATIA; JOHRI; AHMAD,
2012; SARRIS; PAPANIKOLAOU, 2016).

Segundo a Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis, no Brasil
45% da energia e 18% dos combustiveis provém de fontes renovaveis, enquanto que, no
restante do mundo 86% da energia é obtida de fontes ndo renovaveis (ANP, 2020a).

Dentre as alternativas energéticas para a diminuicdo da dependéncia de
combustiveis fésseis surge o bioetanol, o qual pode ser obtido a partir de diversas fontes
que contenham quantidade apreciavel de carboidratos (ZABED et al., 2017). O Brasil foi
pioneiro nesta aplicagdo (ANP, 2020a), porém devido a facilidade de obtencao e ao baixo
custo de producéo, a utilizacado dessa alternativa energética tem aumentado em nivel global
(RFA, 2020), tanto para uso direto como combustivel ou adicionado a gasolina (SARRIS;
PAPANIKOLAQU, 2016).

O bioetanol produzido no Brasil, destina-se principalmente ao mercado interno e
a exportagcéo para os paises da Unido Européia, Estados Unidos e China (VIDAL, 2019).
Atualmente a obtencdo deste biocombustivel € realizada através de fontes primarias
contendo agucares simples (biomassa agucarada) e amido (biomassa amilacea),
gerando o bioetanol referido como de primeira geragéo e também de fontes de biomassa
lignocelulésica e algas, gerando, o bioetanol referido como de segunda e terceira geracéo,
respectivamente (ZABED et al., 2017).

Na Tabela 1 € possivel verificar a produ¢cdo mundial de bioetanol combustivel (RFA,
2020). O Estados Unidos € o maior produtor mundial de bioetanol, responsavel por 54% do
total produzido, sendo que sua maior producéo é de bioetanol de primeira geracéo atravées
do uso do milho (biomassa amilacea) como matéria-prima. O Brasil € o segundo maior
produtor em nivel mundial, responsavel por 30% do total, sendo que a maior producéo
nacional também é de bioetanol de primeira geragéo, porém utilizando fontes agucaradas
como o caldo de cana-de-agUcar ou o melago (residuo da producdo de agucar) para
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obtencédo do mosto, onde os agucares fermentesciveis que serdo convertidos em bioetanol,
estdo prontamente disponiveis para o processo fermentativo (SARRIS; PAPANIKOLAQOU,

2016).
. % da producao
Pais 2015 2016 2017 2018 2019 mundial

Estados o
Unidos 56.051 58.345 60.324 60.911 59.719 54%
Brasil 27.255 25.589 25.287 30.321 32.441 30%

Uniéo o
Européia 5.250 5.213 5.300 5.413 5.451 5%
China 3.078 3.199 3.255 3.975 3.407 3%
Canada 1.650 1.650 1.779 1.817 1.893 2%
India 738 1.041 795 1.514 2.006 2%
Tailandia 1.264 1.219 1.401 1.476 1.590 1%
Argentina 799 999 1.098 1.098 1.098 1%
Outros paises 1.480 1.855 1.567 2.078 2.271 2%

Total 97.565 99.110 100.806 108.603 109.875

Tabela 1. Produgéo anual mundial de bioetanol combustivel (Mil.m3)

Fonte: RFA, (2020). Tabela adaptada.

A utilizagdo da cana-de-agUcar para obtencéo da matéria-prima a ser fermentada
é atrativa, uma vez que proporcionam um alto rendimento de aglcar e durante a sua
utilizacdo industrial acaba gerando outros subprodutos de interesse para a manutencéo
da propria produgédo industrial ou mesmo para transa¢des comerciais, como no caso da
palha e do bagacgo, os quais podem ser utilizados na caldeira para gerar a energia que
mantera o processo industrial ativo ou podera ser utilizado como uma fonte de biomassa
para obtencao de etanol de segunda geracao; da vinhaga, a qual pode ser utilizada para
fertirrigacdo e para a obtencdo de biogas e da torta de filiro que pode ser utilizada na
adubacéo agricola. A cadeia produtiva de etanol a partir da cana-de-agucar gera como
perspectiva a transformagdo das unidades industriais em biofabricas, com a producgéo
integrada de varios produtos de interesse comercial.

Neste cenario mundial também aparece a mandioca e batata doce (biomassa
amilaceas) como potenciais matérias-primas para producdo de bioetanol, as quais
ndo necessitam de grande fertilidade do solo para o seu cultivo e o uso da biomassa
lignocelulésica resultante de culturas energéticas, plantas aquaticas, materiais florestais,
residuos agricolas, urbanos e industriais entre outros, os quais sdo abundante em todo
o mundo e permitem, na grande maioria, a obtencdo de etanol sem a necessidade da

utilizagcdo novas de areas de plantio e sem interferir na producao de alimentos e forragens
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(ZABED et al., 2017). O potencial do uso do sorgo sacarineo como fonte de biomassa
acucarada também tem sido avaliado (MASSON, et al., 2015)

O uso do bioetanol é um dos mais promissores devido a introducao de motorizagdo
hibrida no mercado, onde o motor a combustdo usa a tecnologia flex fuel, que utilizam
mistura de 0% a 100% de etanol e gasolina (BREXO; SANT’ANA, 2017).

A demanda por esse biocombustivel atualmente também é impulsionada pelo
desenvolvimento de politicas governamentais em diversos paises visando o estimulo da
producao e utilizacdo de fontes renovaveis de energia (VIDAL, 2019). A Unido Européia
através da diretiva 2009/28/CE, a qual trata da promocgéo da utilizagdo de energia de fontes
renovaveis conhecida como RED I, estabeleceu metas para a producao e utilizacado de
energias renovaveis em 2020, posteriormente com a Diretiva (UE) 2018/2001 (RED II), foi
estabelecido pelo menos, 32 % de energia renovavel no consumo final bruto de energia
até 2030 (EUROPEIA, 2019). Nos Estados Unidos, segundo a Low Carbon Fuel Standart
(LCFS) a meta é de reduzir as emissdes dos gases de efeito estufa em 20% até 2030 e
segundo Renewable Fuel Standard (RFS) a perspectiva seria a produ¢@o de um volume de
36 bilhdes de galdes (cerca de 136 bilhdes de litros) de combustiveis renovaveis em 2022
(ROITMAN, 2019).

No Brasil, no final do ano de 2017 foi criada, através da Lei 13.576, a Politica Nacional
de Biocombustiveis, conhecida como RenovaBio, a qual visa, entre outros objetivos,
estimular a reducéo das emissdes de gases de efeito estufa através do incremento no uso
de biocombustives na matriz energética nacional (BRASIL, 2017).

A producéo de etanol variava mais em funcdo dos prec¢os do agucar no mercado
externo do que em relagdo a produgdo de cana-de-agucar, pois 0 setor possuia uma
flexibilidade para a produgéo de aglcar ou etanol, que pode variar de 50% para qualquer
um dos produtos ou até para 65% de producgéo de etanol e 35% de aglcar conforme ilustra

o gréfico da Figura 1.
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Figura 1. Mix de produc&o de agucar e etanol — Safra 2008/09 até 2018/19
Fonte: EPE, 2019

A adocdo desta nova politica visa o desenvolvimento de mecanismos que
garantam a previsibilidade na produgdo necessaria para atrair investimentos, de forma
a conectar sustentabilidade ambiental, social e econdmica. Através desta Lei foram
estabelecidas metas a serem alcancadas até 2030 e também a criacdo do CBIO (Crédito
de Descarbonizacgédo), os quais sao titulos financeiros que deverdo ser adquiridos pelos
distribuidores de combustiveis para compensar suas emissdes e cumprir as metas de
descarbonizagédo estipuladas anualmente. Investidores também podem adquiri-los e a
expectativa € que se torne uma commodity mundial (GRASSI; PEREIRA, 2019). Assim,
esse programa visa retomar os incentivos para o aumento da produtividade nacional, uma
vez que propde uma certa seguranga econdmica para os produtores.

Na Figura 2 é possivel acompanhar a evolugdo mensal da produgdo nacional
anual de bioetanol e observar que ha um incremento na produgao brasileira nos meses de
abril & novembro, correspondentes aos meses de colheita da cultura da cana-de-acucar.
Considerando o més de abril, no ano corrente teve a maior produ¢ao dos Ultimos nove
anos.
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Figura 2. Evolugdo mensal da produgéo anual brasileira de bioetanol
Fonte: ANP, 2020b.

A Tabela 2 mostra os dados de moagem de cana-de-agucar e a Tabela 3 os dados
da producgéo de bioetanol durante o ano separado por safra (abril a margo) e por regiao
produtora. E possivel verificar o predominio da produg&o nacional na Regiéo Centro-Sul do
pais, a qual na safra anterior foi responsavel pela obten¢éo de 93,4% do total produzido.

Moagem de Cana-de-Acucar Safras — 2015/2016 até 2019/2020 (Mil toneladas)

Safra 2015/2016 2016/2017 2017/2018 2018/2019 2019/2020
Regido Centro-Sul 617.709 607.137 596.260 573.125 590.361
Regiao Norte-Nordeste 49.115 44.704 44.806 47.707 52.316
Brasil 666.824 651.841 641.066 620.832 642.677

Tabela 2. Moagem de Cana-de-Actcar no Brasil nas Ultimas Cinco Safras
Fonte: UNICA, (2020). Tabela adaptada

Etanol Total — 2015/2016 até 2019/2020 (Mil m?)

Safra 2015/2016 2016/2017 2017/2018 2018/2019 2019/2020
Regido Centro-Sul 28.225 25.651 26.088 30.953 33.258
Regiao Norte-Nordeste 2.008 1.603 1.771 2.150 2.337
Brasil 30.232 27.254 27.859 33.103 35.595

Tabela 3. Producgéo de biotanol no Brasil por safra
Fonte: UNICA, (2020). Tabela adaptada

Além da producgédo relatada, o pais tem adotado outras formas de obtencdo do
bioetanol na tentativa de aumentar essa producdo e corresponder as expectativas do

Microbiologia: Clinica, Ambiental e Alimentos Capitulo 2 “



RenovaBio, como a obtencao de etanol a partir do milho e o desenvolvimento e consolidacéo
das tecnologias de segunda geracdo, que permitirdo o aumento da produtividade, sem
aumentar a area destinada ao plantio, por meio de culturas de cana-de-agucar especializadas
em energia, como a Cana Energia e residuos agricolas (GRASSI; PEREIRA, 2019).

Aregiao Centro-Oeste brasileira, produtora de graos, tem apresentado um crescente
aumento producéo de etanol devido a disponibilidade da matéria-prima e a possibilidade
de aproveitamento do complexo produtor de etanol a partir da cana-de-aglcar também
na entressafra para producado a partir do milho (VIDAL, 2019). A produgé@o de etanol a
partir do milho no Brasil é destacada como um importante propulsor do desenvolvimento
energético, econdmico, social e ambiental na produg¢éo, minimizando perdas em logistica
e exportacdo de grdos (ECKERT, et al, 2018). Segundo a Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB) a estimativa nacional de plantio do milho, na temporada 2019/20,
deve apresentar uma producgéo recorde de 101 milhdes de toneladas (CONAB, 2020a),
sendo a regido Centro-Oeste responsavel por cerca de 95% da producgédo de etanol a base
de milho, considerando a estimativa de producgéo para a safra 2020/21 de 2,7 bilhbes de
litros no pais, dos quais 2,56 bilhdes nessa regido, distribuidos entre Mato Grosso e Goias
(CONAB, 2020b).

O aumento da produgéo de bioetanol impulsionado pelas politicas publicas contribui
para a transicao energética na qual o mundo deve se ajustar e em especial no Brasil, ja fez
parte, junto com a energia advinda de outras fontes renovaveis, 45% da matriz energética
brasileira em 2018 (EPE, 2019).

A Tabela 4 apresenta uma perspectiva da fonte de energia a ser utilizada no Brasil e
no mundo no ano de 2025. E possivel verificar o destaque do Brasil em relagdo ao cenario

mundial no que diz respeito ao uso de energias renovaveis.

Fonte de Energia Brasil Fonte de Energia Mundial
M= . o Energia Nao o
Energia Nao Renovavel 51,2% Renovavel 82,7%
Derivados da Cana-de- o Bioenergia o
aglcar 20,2% Moderna 6.9%
Hidraulica e Eletricidade 13,6% Hidraulica 3,0%
Lenha e Carvao Vegetal 7,4% Biomassa Soélida 2,8%
Outras Renovaveis 5,0% Outras Renovaveis 4,6%
Edlica 2,2%
Solar 0,5% Total 14,1 G
Total 333,8 M,

Tabela 4. Perspectiva de oferta interna de Energia — Brasil e Mundial no ano de 2025

Fonte: EPE, 2019. Tabela adaptada
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Com base na tabela acima, foi possivel calcular a participacdo dos derivados da
cana-de-agucar em Mrtep (Milhdes de toneladas de petréleo equivalente) com o incremento
projetado para 2025 de 57,4% conforme apresentado na Tabela 5.

Incremento na Substituicdo de M1ep por Derivados da Cana-de-acucar

Ano Total MTep De”"adfggg‘a?a”a'de' Substituicio de MTEP
2008 252,0 17,0% 42,8

2018 288,0 17,4% 50,1

2025 333,8 20,2% 67,4
Incremento na substituicdo de MTEP de 2008 a 2025 57,4%

Tabela 5. Substituicdo de MTEP por Derivados da Cana-de-agucar.

Fonte: Elaborado por Arlindo José Lima de Carvalho

O Brasil ocupa um espaco consideravel no perfil energético mundial, principalmente
pelo carater renovavel da sua matriz, advindo de seu potencial, e, em especial, das
politicas publicas que incentivam a seguranca energética nacional com o uso dos recursos
renovaveis. Assim, a matriz energética brasileira acaba sendo modelo e incentivo para

muitos paises na adocao de energias renovaveis, como o bioetanol.

31 PROCESSO FERMENTATIVO

Através do processo fermentativo tradicional &€ que ocorre a obtencéo da maior parte
(90-95%) do bioetanol mundial (SARRIS; PAPANIKOLAOU, 2016), por acdo da levedura
Saccharomyces cerevisiae, a qual metaboliza os aglcares (hexoses) sollveis disponiveis,
gerando neste processo, além do bioetanol, diéxido de carbono.

A levedura S. cerevisiae € um fungo unicelular (ascomiceto) anaerdbico facultativo,
podendo obter energia para sua sobrevivéncia através da respiracdo aerobica ou através
da fermentacdo. Na respiracao aerdbica ocorre a produgéo de 18 a 19 vezes mais energia
biologicamente utilizavel disponivel para a levedura do que na fermentagéo, sendo assim, a
respiracao um processo mais benéfico, em termos energéticos, do que a fermentagéo para
a levedura (SARRIS; PAPANIKOLAQOU, 2016).

Baixas concentragdes de glicose favorecem o processo respiratério e a produgéo de
biomassa, sendo essas condi¢des utilizadas para a producao industrial de leveduras secas
selecionadas. No entanto, mesmo na presenca de oxigénio, se a concentracao de agucar for
maior que um valor critico (por exemplo, 9 g.L") a respiragao torna-se impossivel e apenas
ocorre a metabolizagdo dos agucares pela via fermentativa (PRONK; YDE STEENSMA;
VAN DIJKEN, 1996).
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A hexose assimilada pela célula sofre o processo de glicolise gerando duas
moléculas de piruvato, duas moléculas de ATP e duas moléculas da coenzima reduzida
NADH. Na respiracao, a molécula de piruvato é direcionada para o ciclo de Krebs, onde sera
totalmente oxidada. Na fermentagéo etandlica, o piruvato é convertido, em acetaldeido, o
qual sofre rearranjo molecular para formar a molécula de etanol, com utilizacado de NADH
(TORTORA; CASE; FUNKE, 2016). A molécula de etanol pode ser utilizada como fonte de
energia, pois ainda concentra a maior parte da energia da molécula de glicose que néao foi
totalmente oxidada neste processo. A Figura 3 apresenta um esquema do processo de

fermentacéo etandlica.

Glicolise
Glicosa
2 NAD* 2 ADP
2 NADH COOHA_ 2 arp
=
CH,
2 Ackdo pininvico
ol A
) CHO
Respiracio él'h Fermentagio
2 Acotaldeido
l 2 [DHADH ) 2 H*
C’ 2 MAD*
I
CH,
2 Etanol

Figura 3. Processo bioguimico de fermentacgéao etandlica
Fonte: TORTORA; CASE; FUNKE, 2016. Figura adaptada.
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Durante a fermentagdo pode haver também a sintese de produtos secundarios,
como glicerol, succinato, alcoois superiores, acidos organicos e outros, 0s quais estdo
relacionados com a adaptacéo e sobrevivéncia da levedura (BREXO; SANT’ANA, 2017).
A levedura é um organismo resistente, mas sob stress, a cada 1°C de aumento na
temperatura acima de 35°C o processo metabdlico pode néo funcionar adequadamente
(NARENDRANATH, 20083).

41 PARAMETROS TECNOLOGICOS DO PROCESSO FERMENTATIVO

Nas usinas brasileiras o processo fermentativo chega a ter rendimentos teéricos de
92-93% enquanto os outros 7 a 8% sao direcionados para o metabolismo celular. O processo
ocorre em grandes tanques industriais (0,5 a 3 milhdes de litros) e com altas densidades
de células de levedura (10-15% p/v) e com o uso do mosto a partir do caldo de cana-de-
acucar ou do melaco (residuo da produgao de agucar) diluido em agua ou uma mistura de
ambos (AMORIM et al., 2011). A produtividade do processo esta relacionada a quantidade
de agucares disponiveis para serem fermentados, ou seja, acgUcares fermentesciveis,
presentes no mosto (BREXO; SANT’ANA, 2017).

Geralmente, o processo ocorre em um periodo de 6 a 12 horas a aproximadamente
30°C, sendo que ao final do processo a concentragdo de bioetanol atinge 7-11% (v/v), com
menos de 0,1% de agucar restantes sem fermentar. O vinho levedurado é centrifugado para
separacgdo de leveduras e do vinho, o qual é direcionado para o processo de destilagéo,
gerando ao final o bioetanol e a vinhaca. As leveduras concentradas (creme de levedura)
recebem um tratamento com &cido sulfurico (pH 2,0-2,5), e quando necessario também
antibioéticos, que visam reduzir a contaminacao bacteriana. Ap6s 2 a 3 horas, as leveduras
retornam aos tanques de fermentagéo para iniciar um novo ciclo. Durante todo o processo
sé@o realizadas analises para acompanhamento da contaminacao bacteriana e também
da viabilidade da levedura. O processo de reutilizacéo da levedura ocorre durante toda a
producao industrial, no periodo da safra e representa uma vantagem para a industria, pois
economiza aglcar e aumenta o rendimento da fermentagéo (AMORIM et al., 2011, BREXO:;
SANT’ANA, 2017).

Um esquema do processo industrial brasileiro de obtencdo de bioetanol acoplado a
producao de agucar pode ser verificado na Figura 4.
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Figura 4. Esquema da produgéo brasileira de bioetanol
Fonte: AMORIM et al., (2011). Figura adaptada.

Para que o processo seja atrativo industrialmente e executavel economicamente
deve apresentar expressiva taxa de fermentacdo e consequentemente, alto rendimento e
custo de producgéo por hectare relativamente baixo (BREXO; SANT’ANA, 2017).

51 CONTROLE MICROBIOLOGICO DURANTE A PRODUGCAO DE ETANOL

Durante a fermentagéo industrial pode ocorrer a contaminagdo do processo com
bactérias e leveduras selvagens. Dentre os contaminantes bacterianos comumente
sdo encontradas espécies Gram-positivas, como Lactobacillus, Leuconostoc e Bacillus
(LUCENA et al., 2010; BECKNER; IVEY; PHISTER, 2011; BREXO; SANT’ANA, 2017), as
quais podem adentrar o processo em todas as etapas (MADALENO et al., 2019).

A contaminacdo microbiana é um fator limitante para o processo, pois resulta em
queda de 2 a 22% de perda na producdo (BECKNER; IVEY; PHISTER, 2011), porém em
casos extremos, a redugéo no rendimento do processo pode chegar de 20 a 30% (BREXO;
SANT’ANA, 2017). Concentragéo bacteriana acima de 10’"UFC/mL, frequentemente alteram
a cinética do processo resultando em perdas de aproximadamente 20.000L de bioetanol por
dia (SEKOAI; MHLONGO; EZEOKOLI, 2019) e acima de 108UFC/mL, a perda pode chegar
a 30.000L de bioetanol por dia em uma destilaria capaz de produzir um milh&o de litros por
dia (CECCATOANTONINI, 2018). Essa reducgéo ocorre principalmente devido a competicéo
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pelo acgucar, floculacdo do fermento, formagédo de goma, inibicdo e morte das leveduras
(RAVANELI et al., 2011), além de poderem favorecer o processo respiratério da levedura, o
acumulo de glicerol (DONG; LIN; LI, 2015) e a formacgao de biofilmes recalcitrantes (RICH
et al., 2015).

O crescimento bacteriano acaba gerando custos adicionais no processo de
producado com a utilizacao de produtos quimicos para controlar os efeitos da contaminacéo,
como antiespumantes, antibiéticos, entre outros (NAGHSHBANDI et al., 2019). No controle
industrial da proliferacdo bacteriana é realizado o tratamento com &cido sulfurico e para
altos niveis de contaminacgéo é feita a utilizagdo de antibiéticos que causam a morte ou
inibem micro-organismos especificos de maneira seletiva (MUTHAIYAN; LIMAYEM; RICKE,
2011; FREITAS; ROMANO, 2013).

Muitos antibi6ticos, como a penicilina G, virginiamicina, monensina entre outros, sao
empregados frequentemente na redugcé@o da contaminagéo (LEITE et al., 2013; WALTER,
et al., 2019). Entretanto, a utilizacao destes produtos resultam em residuos nas leveduras
descartadas do processo, as quais ap6s a secagem ndo podem mais ser utilizadas como
complemento na racéo animal (FREITAS; ROMANO, 2013), dificultando o comércio deste
subproduto, pois as leveduras secas, com residuos de antibiéticos devem ser incineradas.
Outro problema enfrentado pelo uso de antibidticos é a selegéo de bactérias resistentes
(WALTER, et al, 2019), gerando questionamentos quanto ao uso continuo destas
substéancias.

Além disso, o gasto com antibibticos torna-se um dos grandes desafios do processo
(BREXO; SANT’ANA, 2017), sendo o desenvolvimento de formas alternativas de controle
uma necessidade do setor.

O crescimento do uso de antibiéticos no mundo vem preocupando as agéncias de
salde mundial e local. O relatério da Organizacéo Mundial de Saude (OMS), avaliou o uso
de antibiéticos, apontando o Brasil como o décimo nono maior consumidor, dentre 0s em
65 paises participantes da pesquisa (WHO, 2018). KLEIN, et al., (2018), destacam um
aumento 65% no consumo de antibiéticos no mundo entre os anos 2000 e 2015, chegando
a 34,8 bilhdes de DDDs (Dose Diaria Definida por 1000 habitantes) em 2015, sendo 70% o
uso na agropecuaria. No Brasil o consumo foi de 22,75 DDDs (WHO, 2018), neste periodo.
Considerando o valor médio dos antibiéticos mais consumidos no pais, o preco atual ao
consumidor de R$/DDD 4,12 equivalente a US$/DDD 1,04, podemos estimar (Tabela 6) os
valores do consumo desse medicamento no Brasil e no Mundo, levando em conta os dados
da populacéo brasileira apontados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica como
210.286.630 de habitantes (IBGE, 2019) e os valores estimados para uso na agropecuaria
(Tabela 7). E possivel estimar que o Brasil gasta 4,23 Bi US$/ano com antibiéticos no setor
agropecuario.
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Estimativa do gasto anual com antibiéticos no mundo — Consumo humano
Ano DDDs (Bilh&o) US$/DDD Bi US$/ano
2015 34,8 1,04 36,19

Tabela 6. Célculo do valor estimado com consumo de antibiéticos no mundo

Fonte: Elaborado por Arlindo José Lima de Carvalho

Estimativa do gasto anual com antibiéticos no Brasil em 2016

(Consumo humano e Agropecuario)

Setor do Consumo Valor (Bi R$/ano) Valor (Bi US$/ano) Participagéo
Humano 7,19 1,81 30%
Agropecuaria 16,79 4,23 70%
Total 23,98 6,04 100%

Tabela 7. Calculo do valor estimado com consumo de antibiéticos no Brasil

Fonte: Elaborado por Arlindo José Lima de Carvalho

61 CONTROLE MICROBIOLOGICO NATURAL

A busca de formas alternativas de controle deve levar em consideracdo alguns
aspectos primordiais como: nao interferir na produgdo das leveduras, possuir amplo
espectro de agcdo contra a maioria dos contaminantes, desenvolvimento minimo de
resisténcia, facilidade de administracdo, ndo ser toxico para plantas, animais e seres
humanos e possuir viabilidade econdmica (MUTHAIYAN; LIMAYEM; RICKE, 2011).

Neste sentido, o uso de plantas tem se mostrado promissor, uma vez que os vegetais,
além dos metabdlitos primarios, relacionados a manutencdo da vida vegetal, também
produzem diversos compostos relacionados a sua adaptagcao ao ambiente, autodefesa e
interacdo com outros organismos, os metabdlitos secundarios (SALAM; QUAVE, 2018),
dentre os quais, os alcaldides e polifendis demonstraram eficacia antimicrobiana (ANAND,
et al, 2020).

As plantas contribuem de forma significativa na obtencéo de produtos com atividades
terapéuticas de interesse sendo os extratos vegetais bioativos amplamente utilizados na
saude, agricultura, pecuaria entre outras areas (PETROVSKA, 2012; ABU-DARWISH E
EFFERTH, 2018).

Diversos autores destacam a importancia do uso de produtos naturais como uma
fonte potencial de controle microbiano (GYAWALI; IBRAHIM, 2014; MOLONEY, 2016).
Varios derivados de plantas tem sido associados com propriedades antibacterianas
(MUTHAIYAN; LIMAYEM; RICKE, 2011), e tém sido empregados extratos vegetais frente
as bactérias de interesse (GONCALVES et al., 2005; SALES et al., 2014; FURTADO et al.,
2015), sendo chamado por alguns autores de antimicrobianos de origem vegetal — PDAs,
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plant-derived antimicrobials (UPADHYAY et al., 2014).

Extratos vegetais apresentando acdo contra bactérias Gram-positivas, em estudos
clinicos ou mesmo na agricultura, pecuaria ou industria alimenticia podem ser uma fonte
potencial para estudos de ac¢@o nos contaminantes bacterianos normalmente encontrados
na producéo do bioetanol (MUTHAIYAN; LIMAYEM; RICKE, 2011). Diversas especiarias
utilizadas em alimentos tem sido relatadas com grande potencial para o desenvolvimento de
novos agentes antimicrobianos (LIU et al 2017), sendo que algumas ja estdo em avaliacdo
na producéo de bioetanol (MADALENO et al., 2016).

ANAND, et al, (2020), revisando trabalhos sobre a familia Apocynaceae, destaca
que os vegetais podem ter um papel fundamental no desenvolvimento de drogas
antimicrobianas mais eficazes e menos tdxicas, que podem superar a resisténcia aos
antibi6ticos comumente utilizados.

O estudo do uso de extratos naturais como alternativa na produgao de bioetanol tem
sido considerado promissor com ampla possibilidade de exploragédo (SALAM; QUAVE, 2018)
e interesse quando considerado as questdes como de saude publica, aspectos ecologicos
e econdmicos, sendo mais vidvel economicamente para uso industrial quanto menos nivel
de pureza for necessario, ou seja, quanto mais bruto for o extrato (MUTHAIYAN; LIMAYEM;
RICKE, 2011).

Atualmente, o vegetal mais utilizado na industria de bioetanol é o lupulo (Humulus
lupulus), do qual derivam os a-acidos (humulonas) e B-acidos (lupulonas), eficazes
principalmente contra bactérias Gram-positivas e encontrados comercialmente com os
nomes de IsoStab®, LactoStab® e Betabio 45® (CECCATOANTONINI, 2018).

Os derivados vegetais apresentam-se como uma fonte valiosa de compostos
bioativos com atividades antimicrobiana, por estarem prontamente disponiveis, possuirem
baixo custo de obtencdo, quase ndo apresentarem efeitos colaterais, alguns deles
mostrando-se eficazes na eliminacdo de bactérias resistentes a antibidticos e outros,
embora ndo sejam eficaz por si s6, apresentaram-se promissores quando combinados
com antibi6ticos, sendo assim, ferramentas atraentes na pesquisa de produtos bioativos
nos proximos anos (KHAMENEH, 2019).

Diante da grande extensao do Brasil (8,5 milhdes km?), ocupando quase a metade
da América do Sul, ocorre a incidéncia de varias zonas climaticas no pais, possibilitando
grandes variagbes ecoldgicas, formando zonas biogeograficas distintas ou biomas, que
abrigam maior biodiversidade do planeta, possuindo mais de 20% do numero total de
espécies da Terra (MMA, 2020). O pais possui uma vasta flora rica em espécies vegetais
contendo varios compostos quimicos com propriedades biolégicas e potencial atividade
terapéutica, como a presenca de compostos fendlicos, provavelmente devido a propria
condicéo ambiental de algumas de suas regides (exposi¢ao ao estresse hidrico, alta radiagéo
ultravioleta, ataques de herbivoros e infec¢des por fungos), os quais sdo precursores de

compostos com atividades anti-inflamatérias e antimicrobianas, sendo assim interessantes
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alvos de bioprospecgédo (BAILAO et al., 2015)

Com a perspectiva do aumento da produgdo de etanol para cumprir as metas
governamentais estabelecidas, o setor sucroenergético busca minimizar as contaminagées
microbianas utilizando antibiéticos que geram preocupacdes ambientais e limitam o comércio
da levedura seca por deixar residuos. Neste sentido a utilizacdo de extratos vegetais
poderia ser uma forma alternativa e financeiramente atrativa de controle microbiolégico do

processo fermentativo.

71 CONSIDERAGOES FINAIS

A producgéo de bioetanol tende a se desenvolver bastante devido a alteragdes na
matriz energética mundial com a inser¢do dos biocombustiveis, sendo muito importante
que o processo de fermentagdo ocorra adequadamente com minimizacao das perdas.
Neste trabalho foi enfatizado a importancia do controle microbiologico do processo, onde
a otimizacdo da producéo pode ser alcancada pela inibicdo do processo respiratério nas
leveduras e minimizagéo dos contaminantes pelo uso de formas alternativas de controle
como os extratos vegetais, que possam viabilizar a obtencdo de antibacterianos naturais

para uso no setor sucroenergético.
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