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RESUMO

O Brasil possui aproximadamente 400 usinas de processamento de cana-de-agucar, sendo o
estado de Sdo Paulo responsavel por cerca de 60% da producdo nacional. Na producédo de
etanol, o caldo passa por tratamento térmico e decantacdo, sendo entdo resfriado e enviado
para as dornas de alimentacdo, nas quais adiciona-se fermento. Nessa fase, pode ocorrer
contaminacdo por bactérias que competem com a levedura pela glicose e frutose, podendo
reduzir a producdo. O trabalho objetivou quantificar a contaminacgéo bacteriana nas diferentes
fases de processamento em uma usina sucroalcooleira e identificar quais géneros competem
no processo fermentativo. Para isto, foram coletadas amostras nas diferentes fases visando
analise do pH, viabilidade e contaminacdo microbiana. Para identificacdo das bactérias
contaminantes, 0,2 ml das amostras foram inoculados em meio de cultura agar BHI (“Brain
Heart Infusion Agar”), incubados a 37°/ 24 horas e apés, selecdo de col6nias para coloracdo
de Gram. O pH variou de 4,5 a 4,6, sendo que a acidificacdo previne a contaminacdo. A
viabilidade das leveduras apresentou valores de 92,50% a 90,60%, estando dentro dos padrdes
adequados. A maior contaminacdo bacteriana foi encontrada na entrada de caldo misto da
moenda (10" UFC), diminuindo com a reducéo de pH e acréscimo do antibiético monensina a
18%. Pela analise microscopica, detectaram-se cocos Gram-positivos dos géneros
Leuconostoc e Lactobacillus, descritos como principais contaminantes do processo, além de
bacilos Gram-negativos, provavelmente Klebsiella e, Enterobacter. A contaminacdo
bacteriana compete com a levedura Saccharomyces cerevisae pelo substrato, ocasionando
prejuizos no rendimento e na produtividade da usina.

Palavras-chave: Usina sucroalcooleira. Contaminagdo microbiana. Leveduras. Fermentagéo.

1 INTRODUCAO

O Brasil possui mais de 400 usinas de processamento de cana-de-aglcar, que contam
com aproximadamente 70 mil produtores da matéria-prima. A producdo concentra-se
principalmente no Sudeste de pais, sendo que somente o estado de Sdo Paulo é responsavel
por cerca de 60% da producdo nacional. Entretanto, 0s novos cultivos tém se expandido
principalmente a regido Centro-Oeste, devido principalmente aos menores precos de terra
(VIAN, 1997).

No Brasil, sdo utilizados mosto de caldo misto (caldo mais melago) e melago para

inicio do processo. Em nenhum dos casos, 0 mosto resultante é estéril. A adicdo de
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antibidticos é pratica generalizada para criar ambiente favoravel ao desenvolvimento das
leveduras e desfavorével aos microrganismos indesejaveis ao processo fermentativo. Cada
produto age de forma diferente, atuando sobre determinado grupo de microrganismos. A
avaliacdo, tanto de carga microbiana quanto de eficacia dos antibidticos comerciais é que
determinar& a melhor opcao de agente microbiano (VASCONCELOQOS, 1998).

O caldo proveniente da moenda chega ao inicio do tratamento térmico com o0s niveis
de pH baixo favorecendo as espécies consideradas acidéfilas de géneros como Leuconostoc e
Lactobacillus. Por outro lado, altas temperaturas associadas ao pH é&cido favorecem o
crescimento de alguns microrganismos terméfilos esporulados (CHERUBIN, 2003). Nesse
caldo, podem ser encontradas bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, espiroquetas,
clamidias, micoplasmas, nocardias, cianobactérias, entre outras, havendo grande diversidade
microbiana (VERMELHO et al., 2006).

Os principais contaminantes da fermentacdo alcodlica sdo as bactérias dos géneros
Acetobacter, Lactobacillus, Clostridium, Bacillus, Enterobacter, Streptococcus e
Leuconostoc. Esses géneros, geralmente, estdo associados ao baixo rendimento na
fermentacdo alcodlica, devido a formacdo de acido latico e outros &cidos organicos, além de
estarem associados a floculagcdo que prejudica o processamento (FREITAS; ROMANO,
2012).

Um estudo experimental de contaminacdo bacteriana no caldo originado da moenda
relata o predominio de bactérias Gram-positivas (65,1%), dentre as quais, 62,1% sao
pertencentes ao género Bacillus, 3%, ao Lactobacillu se Leuconostoc (RONDINI, 1985).
Outro estudo similar comprovou que o género mais frequente foi o Lactobacillus (59,75%),
com a identificacdo das seguintes espécies: L. acidophillus, L. agilis, L. amylophilus, L.
animalis, L. buchneri, L. coryniformis subsp. Torquens, L. delbruekii subsp. Bulgaricus, L.
delbruekii subsp.lactis, L. fermentum, L. helveticus, L. murinus, L. plantarum, L. reuteri, L.
sake, L. viridescens, L. vitulinus; seguido pelo género Bacillus (26,58%) dos quais foram
identificadas as espécies B. brevis, B. coagulans, B. lentus, B. megaterium, B. pasteurii, B.
stearothermophilus; além de Staphylococcus (8,76%); Micrococcus (1,56%); representantes
da familia Enterobacteriaceae (1,48%); Pediococcus (1,26%) e, em baixa quantidade,
Streptococcus (0,70%) (SANTOS, 2012).

Esses estudos mostram a grande diversidade de espécies encontradas no caldo, com
predominio de algumas (Figura 1). Uma das bactérias presentes contaminando o caldo e o
mosto é Leuconostoc, presente no caule da cana-de-agicar no momento do corte e resistente a

queima (GALLO, 1989). Trata-se de um coco gram-positivo que ocorre em pares ou cadeias,
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formando pequenas col6nias de tamanho menor que 1mm de didmetro. Essas bactérias
apresentam crescimento lento em meio contendo sacarose, sdo anaerdbicas facultativas,
quimiorganotroficas resistentes ao antibiotico vancomicina e adaptadas a crescerem nas

condicdes de altas temperaturas das fases do processamento da cana (JOHNSON et al., 1990).

Figura 1 - Principais géneros de bactérias contaminantes do processo fermentativo
da cana-de-agucar
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Fonte: MC Desinfec¢éo Industrial.

Lactobacillus fermentum, uma bactéria Gram-positiva comumente encontrada em
fermentacdo de materiais de origem animal e vegetal, compete diretamente com a levedura
pelo substrato e é responsavel pela floculacdo de leveduras. Essas bactérias produzem écido
latico e outros acidos organicos em quantidades superiores as normais e podem ser
responsaveis por uma queda no rendimento da fermentacdo, pois ocasionam a inibicdo da
levedura (AMORIM; OLIVEIRA, 1982).

Tendo em vista a grande importancia do etanol para a economia e o desenvolvimento
do Brasil e sabendo da influéncia negativa de microrganismos, especialmente bactérias, na
producdo desta importante fonte de energia, tornam-se necessarios o estudo e o entendimento
de quais bactérias e em que proporcao elas se encontram no sistema fermentativo das usinas
sucroalcooleiras. Desta forma, espera-se obter um controle mais eficiente da contaminagéo

projetando tratamentos personalizados e menos prejudiciais ao processo.
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O objetivo deste estudo foi analisar a presenga de contaminagdo bacteriologica nas
diferentes fases do processo de fermentacdo da cana-de-aglcar para a producgdo de etanol e

identificar os microrganismos contaminantes.
2 METODOLOGIA

2.1 Tipo de pesquisa e local de estudo

Foi realizada uma pesquisa de campo visando analisar e quantificar a contaminacéo
por bactérias nas dornas de fermentagdo da cana-de-agUcar. Para isso, o presente trabalho foi
desenvolvido com amostras de uma usina sucroalcooleira que produz aglcar e etanol para

exportacdo e para 0 mercado interno.

2.2 Coleta das amostras

Foram coletadas amostras de mosto na entrada e saida do decantador, entrada e saida
do trocador de calor e no anel durante o processamento da cana-de-agUcar (Figura 2), visando

acompanhar a contaminacao bacteriana e a viabilidade das leveduras.

Figura 2 - Esquema mostrando as etapas de processamento da cana-de-agUcar. Obtido da
cana de aglicar em uma usina sucroalcooleira
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Fonte: Dos proprios autores.
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Nas dornas com vinho levedurado foram coletados 500ml de amostra para a obtencéo
de dados de pH, contaminacédo bacteriana, viabilidade, brotamento e nimero de células, sendo

essas analises realizadas no laboratorio de andlise industrial.

2.3 Analise da contaminacdo microbiana

Esta técnica € a mais adequada para a contagem de bacilos (bastonetes), embora outros
tipos de bactérias (cocos) possam ser quantificados. Para a quantificacdo da contaminacao
microbiana, 5 ml de vinho levedurado foram coletados em um tubo de ensaio e acrescidos
com 0,29 de papaina. A amostra foi agitada e, em seguida, deixada para descansar por 5
minutos. Um ml dessa mistura foi corado com 1ml de azul do Nilo. Em uma lamina, foram
inseridos 0,03 ml da preparacdo corada, sendo contados 50 campos em aumento de 1000
vezes, utilizando 6leo de imersdo. Nesta preparacdo, as células viaveis aparecem incolores
enquanto as ndo viaveis sdo coloridas de azul. Ap6s a contagem, foi utilizada a seguinte

férmula para determinar o numero de bastonetes:

Total de bastonetes / 50 campos x 15, 406.2 x 333.33 x (D).(D): diluicéo.

2.4 Determinacdo de viabilidade, brotamento e nimero de células

A amostra do vinho levedurado coletada acima também foi utilizada para esta analise.
Um ml de vinho levedurado misturado com papaina foi diluido em 30ml de agua destilada.
Dessa mistura, 1ml foi adicionado ao corante eritrosina, ha mesma proporcao. A amostra foi
colocada na camara de Neubauer até completar todos os campos, sendo contadas tanto as
celulas de leveduras mortas (coradas com eritrosina) como as vivas (incolores). Para

determinar a viabilidade usou-se a seguinte formula:

Total de células vivas / (total de células vivas + total de células mortas) x 100

Para determinar o brotamento, utiliza-se a formula:

Broto / células vivas x 100.
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Para determinar nimero de células vivas, utiliza-se a formula:

Total de células vivas x 4.000 / 100 x (D) x 100.D: diluicéo

2.5 Cultivo de bactérias e coloracédo de Gram

O cultivo das bactérias e a coloracdo de Gram foram utilizadas para identificar as
espécies contaminantes no processo. Foram analisadas amostras de cinco pontos: entrada e
saida do decantador, entrada e saida do trocador de calor e saida do anel (Figura 2). Para isso,
0,2ml da amostra foram inoculados em meio de cultura dgar BHI (“Brain Heart Infusion
Agar”- Liofilchem) estéril. Apds inoculagdo, as placas contendo os meios de cultura foram
incubadas a 37°C em estufa bacterioldgica por 48 horas para crescimento microbiano.

Uma col6nia de cada ponto de coleta foi selecionada aleatoriamente na placa de petri
para coloracdo de Gram. Para isso, inicialmente procedeu-se ao esfregaco bacteriano em
lamina histolégica. O filme fixado foi corado com cristal violeta por 60 segundos. Em
seguida, o filme foi lavado com agua destilada e coberto com lugol por 60 segundos. Ap6s
nova lavagem com agua, procedeu-se a descoloracdo com alcool 99% e coloracdo com o
contra corante Fucsina por 60 segundos. O excesso foi retirado por lavagem com agua
destilada. As laminas foram secadas e observadas ao microscopio Optico em objetiva de
imersé&o.

Foram feitas aplicacGes de antibidticos & base de monensina (Fermaxi) para manter
niveis de contaminacdo aceitdveis de bactérias, ja que na fermentacdo alcoolica, elas

interferem diretamente no consumo dos acucares, afetando a producéo do etanol.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao chegar ao decantador, o caldo da moenda apresentou pH inicial de 5,42. O mosto,
obtido subsequentemente, apresentou pH 5,25.

As analises obtidas de vinho levedurado nas dornas apresentaram valores de pH,
viabilidade, contaminacdo, brotamento e numero de leveduras por ml mostrados na tabela
abaixo (Tabela 1).
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Tabela 1 -Valores de pH, viabilidade, contaminacdo bacteriana (Bastonetes), brotamento de
leveduras e numero de leveduras por ml obtidos nas quatro dornas da usina
sucroalcooleira

N° de
DORNA | pH Bastonetes Viabilidade Brotamento ,
celulas
1-2 4,5 1,6X10° 92,50% 17,57% 7,3X108
3-4 4,6 1,6X10° 90,60% 12,4% 6,8X108

Fonte: Dos proprios autores.

Pode-se observar que as quatro dornas apresentaram valores semelhantes. O pH &cido
é devido a adicdo de acido sulfurico nas cubas para controlar a contaminacdo bacteriana.
Esses valores estdo dentro dos parametros adequados segundo normatizagOes de usinas
sucroalcooleiras, pois a faixa de pH 6tima para o processo deve ficar entre 4 e 5 (LIMA et al.,
1986).

O pH écido ¢é importante para controlar o crescimento microbiano e, a0 mesmo tempo,
é ideal para o crescimento da levedura e para todo o processo fermentativo (SOUZA, 2009).
Estudos mostram que pH na faixa de 7,0 provoca a diminui¢do do rendimento em alcool e
aumento de &cido acético, prejudicando o processo (SOUZA, 2009). A contaminacdo
observada (10°), embora reduza a fermentagio, ainda esta dentro dos limites aceitaveis pelo
setor sucroalcooleiro. Processos de fermentacdo em niveis 6timos apresentam contaminagéo
bacteriana de 10° células/ml (ANDRIETTA et al., 2006). A contaminagio por bactérias esta
sempre presente e, dependendo de sua intensidade, compromete o rendimento do processo
fermentativo, devendo seus niveis serem controlados, mas dificilmente eliminados (LIMA et
al., 1986).

A viabilidade, o brotamento e o nimero de células de leveduras por ml obtidos nas
dornas também foram adequados para o processo, sendo a viabilidade préxima a 100%. A
quantificacdo da viabilidade é um dado importante, pois se relaciona com o desempenho do
processo fermentativo. O controle desse aspecto é essencial para a produgdo, uma vez que as
condigdes ambientais das dornas nem sempre séo adequadas (STECKELBERG, 2001).

A maior contaminacdo bacteriana foi encontrada na fase de entrada de caldo misto
da moenda (10" UFC Unidades Formadoras de Coldnias), diminuindo com a reducéo de pH

e acréscimo antibidtico monensina a 18% (Figura 3).
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Figura 3- Coldnias de bactérias contaminantes do processo fermentativo, obtidas
por inoculacdo da amostra em meio BHI. A: Caldo misto. B:
Decantador de alcool. C: Entrada trocador de calor. D: No anel de

mosto

Fonte: Dos proprios autores.

Pela analise microscopica, detectaram-se cocos e bacilos Gram positivos dos géneros
Leuconostoc e Lactobacillus, respectivamente, descritos como principais contaminantes do
processo, além de bacilos Gram negativos, provavelmente Enterobacter (Figura 4).

Figura 4 - Coldnias de bactérias identificadas pela colora¢do de Gram. A: Cocos Gram-
positivos do género Leuconostoc. B: Bacilos Gram-negativos do género
Enterobacter. C: Bacilos Gram-positivos do género Lactobacillus. D:

Bacilos Gram-negativos do género Klebsiella
- = = "

Fonte: Dos proprios autores.

A alimentacdo da dorna é outro ponto de desenvolvimento microbiano. Nela as
bactérias encontram as condicGes ideais para multiplicacdo: temperatura em torno de 33°C,
glicose e frutose disponiveis. A partir desta fase, inicia-se a competicdo direta dos
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microrganismos com as leveduras por esses monossacarideos, sendo que 0s microrganismos
irdo digerir o substrato para a manutencéo e proliferacdo da sua populacdo. Ja as leveduras
irdo produzir etanol ao utilizar o substrato.

Nas dornas, inicia-se o controle das bactérias afim de minimizar as perdas na producéo
de etanol. Em um processo de fermentacdo alcodlica, uma das principais perdas estd
relacionada a contaminagdo bacteriana, afetando diretamente a producdo de Alcool
(PASCHOALINI; ALCARDE, 2009). Para isso, 0 mosto nas dornas € monitorado
analiticamente em laboratorio por metodologias que podem, com exatiddo, apontar a
quantidade de bastonetes em relagéo ao volume da dorna.

Toda a andlise aqui realizada, mostrou a presenca de bactérias contaminantes,
principalmente, na fase da entrada do caldo misto, sendo que estas permanecem por grande
parte do processo. No entanto, a adicdo do antibiotico e a acidificacdo do meio foram

eficientes para controlar a contaminacgdo, mantendo condi¢Ges adequadas de rendimento.

4 CONCLUSAO

Nas analises realizadas, foram detectados cocos e bacilos Gram-positivos dos géneros
Leuconostoc e Lactobacillus e bacilos Gram-negativos Klebsiella e Enterobacter.

Observou-se também que os niveis de contaminacdo nas dornas estavam controlados
em torno de 10 UFC, dentro de um padrdo admissivel em fermentagdes alcodlicas.

O controle com acido sulfdrico para manter o meio acido e o uso do bactericida
monensina continuamente mostraram-se eficientes para manter os niveis aceitaveis de

contaminagdo, sem causar prejuizo a empresa.

ANALYSIS OF MICROBIAL CONTAMINATION IN THE PROCESSING AND
FERMENTATION STAGES OF SUGAR CANE IN A SUCROALCOOLER

ABSTRACT
Brazil has about 400 sugarcane processing industries, and S&o Paulo state is responsible for
about 60% of the national production. In ethanol production, the broth undergoes heat
treatment and decantation, and then it's cooled and sent to the power vats, in which yeast is
added. In this phase, contamination by bacteria that compete with the yeast by glucose and
fructose can occur, and thus production can be reduced. The aim purpose of this study was to
quantify the bacterial contamination in different processing stages in a sugarcane industry and
identify which genders compete in the fermentation process. For this, samples were collected
at different stages in order to analyze the pH, the viability and the microbial contamination.
For the identification of bacterial contaminants, 0.2 ml samples were inoculated onto BHI
agar culture medium (“Brain Heart Infusion Agar") incubated at 37°/24 hours and selection of
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colonies for Gram staining. The pH ranged from 4.5 to 4.6, wherein acidification prevents
contamination. The viability of the yeast showed values of 92.50% to 90.60% and is within
the appropriate standards. Most bacterial contamination was found in the mixed broth inlet of
the mill (107 UFC), decreasing with the pH reduction and increase of the antibiotic monensin
at 18%. Based on the microscopic analysis, positive cocci of the Leuconostoc and
Lactobacillus genders were detected, which are described as the main contaminants of the
process, as well as the Gram-negative bacilli, probably Klebsiella and Enterobacter. The
bacterial contamination competes with Saccharomyces cerevisiae for the substrate, causing
losses in the yield and in the output of the industry.

Keywords: Sugarcane industry. Microbial contamination. Yeasts. Fermentation.
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