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A FERMENTACAO ETANOLICA

NO BRASIL
caracteristicas e peculiaridades

1.1 INTRODUCAO

O grande estimulo a produgao de etanol no Brasil aconteceu
nos anos 1970 devido a crise do petroleo, quando o governo federal
langou o Programa Nacional do Alcool, o Prodlcool. Naquele mo-
mento, o etanol produzido era adicionado a gasolina, mas com a se-
gunda crise do petrdleo em 1979, a industria automobilistica brasi-
leira iniciou a produgédo de carros movidos a etanol. Desde entéo, a
produgdo de etanol no pais passou por diferentes fases, alternando
estimulo e estagnacdo, as quais estdo resumidas na Tabela 1.1.

O etanol pode ser produzido por via quimica ou microbio-
logica, sendo a tltima a mais importante rota usada para sua pro-
duc¢io em todo o mundo, em um processo conhecido como fer-
mentacio alcoodlica ou etandlica. Durante esse processo, agucares
sdo convertidos por leveduras em etanol, energia, biomassa ce-
lular, diéxido de carbono (CO,) e outros subprodutos. As fontes
de agucar sdo variadas; no Brasil, a principal matéria-prima ¢é a
cana-de-agucar, enquanto nos Estados Unidos o etanol é produ-
zido a partir do milho - os dois paises sdo os maiores produtores
de etanol no mundo. Tanto a cana-de-agtcar quanto o milho sdo
plantas C, com alta eficiéncia na conversao do CO, atmosférico e
dgua em agucar e polimeros, como amido, celulose e hemicelulo-
se, por meio da fotossintese, que utiliza a energia da luz solar para
fixar carbono e liberar oxigénio no ar atmosférico. Desta forma,
todo o CO, resultante da queima do etanol ¢ reciclado por meio
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da fotossintese. A taxa de redugdo das emissoes de gases do efeito
estufa é de 40 a 62% quando se utiliza etanol de cana-de-agutcar

em comparagdo com a gasolina.’

Tabela 1.1 Linha do tempo evidenciando os principais eventos e conse-

quéncias relacionados a producio de etanol no Brasil.

Data/periodo

Até os anos 1970

Outubro de 1973

14 de novembro
de 1975

1975 a 1979
(primeira fase do
Prodlcool)

1980 a 1986
(segunda fase do
Prodlcool)

1986 a 1995
(terceira fase do
Prodlcool)

1995 a 2000
(quarta fase do
Prodlcool)

2001 a 2008

Principal evento

Disponibilidade e baixo cus-
to dos derivados do petréleo

Crise do petrdleo

Criagao do Prodlcool para
estimulo da produgéo nacio-
nal de etanol carburante

Produgio de édlcool anidro
para ser misturado & gasolina

O segundo choque do petrd-
leo em 1979-1980 consolidou
0 programa

Fase de estagnagio do Pro-
alcool devido aos pregos do
barril de 6leo bruto diminui-
rem significativamente

Fase de redefini¢do do pro-
grama, com a liberagdo dos
mercados do dlcool anidro e
hidratado em todas as fases
de produgao

Corrida para ampliagao de
unidades por decisoes da
iniciativa privada e desenvol-
vimento da tecnologia dos
motores flex fuel em 2003

2 Wanget al. (2012), Lopes et al. (2016).

Consequéncias

Inibigao do desenvolvimento do etanol carbu-
rante.

A crise internacional aumentou as despesas do
Brasil com importagao de petréleo, provocando
déficit na balanga comercial e consequente au-
mento da divida externa brasileira e da inflagdo.

Redugdo da importagao de petréleo pelo estimu-
lo a substitui¢do da gasolina por etanol.

A produgio brasileira de etanol cresceu de 600
milhoes para 3,4 bilhoes de litros/ano em quatro
anos. Surgimento dos primeiros carros movidos
exclusivamente a dlcool em 1978.

A produgio de etanol atingiu 12,3 bilhoes de
litros em 1986-1987 e a proporgao de carros mo-
vidos a dlcool aumentou de 0,46% em 1979 para
26,8% em 1980, chegando a 76,1% em 1986.

Escassez de recursos publicos para estimulo aos
combustiveis alternativos, baixa oferta de etanol
frente ao crescimento da demanda por carros
movidos a dlcool, gerando crise de desabasteci-
mento.

Pregos determinados pelas condigdes de oferta e
demanda. Houve queda significativa na produgao
de veiculos movidos a dlcool.

A produgio de automoveis flex fuel ultrapassou
a de movidos a gasolina em 2005. Aumento da
expectativa do produtor de etanol em investir na
ampliagdo da safra, evidenciado pelo aumento
vertiginoso da moagem da cana em um perjodo
de 30 anos. Aceleragio do fim das queimadas da
cana, aumento da mecanizagio da colheita e da
area plantada.
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Tabela 1.1 Continuagdo...

Data/periodo Principal evento Consequéncias

Investidores suspenderam a construgio de novas
usinas, fechamento de unidades produtoras e es-
tagnagio na produgio de cana, agucar e etanol. Os
principais fatores internos e externos geradores da
crise sdo: reservas de petrdleo do pré-sal, subsidio

a gasolina, competigdo cana x alimentos quanto &
drea plantada, falta de politica de apoio aos biocom-
bustiveis, fatores climdticos e baixa produtividade.

Longa crise no setor
2008 a 2015 sucroalcooleiro devido a
fatores internos e externos

O RenovaBio, objetivando o estimulo do uso de
biocombustiveis e redugdo do consumo de deri-
vados de petroleo, cria uma nova fonte de receita
para as usinas, que sdo os Créditos de Descarboni-
zagao (CBIO) emitidos pelos produtores e nego-
ciados na Bolsa de Valores. A emissao dos CBIOs
considera o volume de biocombustivel produzido
e a eficiéncia energético-ambiental de cada usina.

Criagao da Politica Nacional
de Biocombustiveis
(RenovaBio) em 2017

2016 até o
momento

Fonte: Alcarde; Cortez et al.; Almeida, Longhi e Santos; Centro Nacional das Industrias do Setor Sucroenergético e

Biocombustiveis.?

Embora o Brasil e os Estados Unidos sejam os maiores pro-
dutores mundiais de etanol, ha diferengas significativas entre os
processos fermentativos utilizados. As destilarias brasileiras utili-
zam um processo aperfeicoado que foi patenteado em 1937 por
Firmino Boinot da regidao de Melle, na Franca, denominado Melle-
-Boinot, o qual consiste na reciclagem das células de levedura ao
final do cada ciclo fermentativo.*

O processo fermentativo tal qual é utilizado no Brasil apre-
senta peculiaridades que o tornam produtivo e permitem ciclos
rdpidos de fermentagdo; no entanto o torna também suscetivel a
contaminagdo por microrganismos indesejaveis. O reciclo das cé-
lulas implica que, ao final de cada fermentagio, o mosto fermenta-
do (chamado de vinho) ¢ centrifugado para a separagdo em células
de leveduras e vinho delevedurado, o qual segue para a destilagao
para obtengdo do etanol. O creme concentrado de células sofre tra-
tamento com uma solu¢io aquosa de acido sulfarico (pH 2,0-2,5,
por 1 a 2 horas) na etapa que ¢ conhecida como tratamento acido

3 Alcarde (2008), Cortez et al. (2016), Almeida, Longhi e Santos (2017), Centro Nacional das Industrias do
Setor Sucroenergético e Biocombustiveis (2020).

4 Lopes et al. (2016).
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do fermento, cujo principal objetivo é diminuir a quantidade de
contaminantes bacterianos e promover a desfloculacio do fermen-
to, se for o caso. As células tratadas com acido retornam para os
tanques de fermentagio onde novo mosto de fermenta¢io é intro-
duzido para novo ciclo de fermentagao.’

O processo fermentativo brasileiro utiliza tanques (dornas)
de fermenta¢do de grande capacidade (0,5 a 3 milhdes de litros),
altas densidades celulares (10-15% m/v), curtos periodos de fer-
mentacdo (6-12 horas) e mostos de cana-de-agtcar constituidos de
caldo de cana ou melago diluido ou a mistura de ambos. As desti-
larias anexas as fabricas de agucar (usinas) geralmente utilizam o
melago, subproduto originado da fabricagao de agucar, diluido com
agua ou misturado com caldo de cana como mosto de fermentacao,
enquanto as destilarias autonomas empregam somente o caldo de
cana na fermentagao.® Ao final, o teor alcodlico atinge 7-11% (v/v)
e a concentracio de agucar residual no vinho é inferior a 0,1%. O
vinho é centrifugado para a separagdo das células de leveduras, que
recebem o tratamento com dcido sulfurico, em seguida retornando
aos tanques de fermentagao para novo ciclo fermentativo. A safra
da cana dura cerca de 200 a 300 dias; considerando ciclos de fer-
mentac¢do de 12 horas, as células de leveduras sdo recicladas apro-
ximadamente 400 a 600 vezes durante a safra. O reciclo celular e a
nao assepsia do processo sdo peculiaridades do processo fermen-
tativo brasileiro.”

A destilagdo do vinho resulta em etanol hidratado (96% em
volume) ou alcool anidro, apos desidrata¢io com cicloexano, mo-
noetileno glicol ou por meio de peneiras moleculares.® O principal
residuo do processo fermentativo em termos de volume é gerado
apos a destilacdo do vinho, constituindo a vinhaca, um liquido es-
curo, acido, rico em minerais, como potassio, calcio, magnésio, ni-
trogénio e fosforo, e que é utilizado como fertilizante nas planta-

1d. ibid.

Amorim, Basso e Lopes (2009).
Amorim et al. (2011).

Wheals et al. (1999).

® N o w»n
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¢des de cana-de-agucar. As destilarias brasileiras produzem cerca
de 10 a 15 litros de vinhaga para cada litro de etanol.’

Embora o reciclo de células seja caracteristica comum a to-
das as unidades produtoras de etanol, ndo ha um padrio unico de
processo adotado por todas as destilarias brasileiras, variando o sis-
tema de fermentagdo, a composi¢do e o tratamento do mosto de
fermentagao, as linhagens de leveduras empregadas como iniciado-
ras, as condi¢des operacionais do processo e o tratamento do fer-
mento, entre outros. Ao se considerar a fermentagdo como um pro-
cesso vivo, é importante ter a compreensao de como esse processo
ocorre em nivel microscopico assim como as influéncias a que esta
sujeito em decorréncia das caracteristicas do processo industrial.

1.2 BIOQUIMICA DA FERMENTAGCAO ALCOOLICA

O etanol pode ser produzido pela fermenta¢io de agtcares
presentes em produtos agricolas ou em residuos vegetais.'’ Atual-
mente a produgio de etanol em nivel industrial, obtida pela fermen-
tagdo alcoolica, utiliza predominantemente matérias-primas con-
tendo acticares e amidos, por serem economicamente mais favora-
veis."! No Brasil, utiliza-se majoritariamente a cana-de-agticar como
matéria-prima para a produgio de etanol."?

A produgao de etanol por via fermentativa é constituida ba-
sicamente de trés etapas, sendo elas o preparo do mosto, o proces-
so fermentativo e a destilagdo do vinho fermentado. Inicialmente a
cana é moida, obtendo-se um caldo com 78% a 86% de agua e 10%
a20% de sacarose, além de agtcares redutores, cinzas e compostos
nitrogenados, que sao de 0,8% a 3,5% no total, com pH que varia
de 5,2 a 6,8. A levedura Saccharomyces cerevisiae realiza a conver-
sao dos agucares em etanol pela via fermentativa'® e é a espécie
microbiana mais utilizada nos processos industriais devido as suas

9  Mutton, Rossetto e Mutton (2010), Amorim et al. (2011).
10  Baptista et al. (2006).

11  Hira e Oliveira (2009).

12 Basso et al. (2008), Della-Bianca ef al. (2013).

13 Lima, Basso e Amorim (2001).
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caracteristicas de alta produtividade em etanol, alta tolerancia ao
etanol e habilidade de fermentar uma ampla gama de agticares.

Segundo Lima, Basso e Amorim," o processo industrial de
fermentagdo alcodlica pode ser dividido em trés fases: fermenta-
¢do preliminar ou pré-fermentagdo, fermentacio principal ou tu-
multuosa e fermenta¢ido complementar ou pos-fermentagio. A fer-
menta¢ao preliminar inicia-se com a adi¢ao do mosto a massa de
leveduras. Quando o indculo é pequeno, esta fase caracteriza-se
pela multiplica¢do das leveduras, com consequente consumo de
agucares e lenta producio de alcool. Portanto, deve-se utilizar uma
quantidade maior de leveduras de rapida multiplicagdo. Com o au-
mento da produgio de dlcool, evidenciado pela produgao de gas
carbOnico, tem-se o final desta fase e o inicio da fase de fermenta-
¢do principal ou tumultuosa.

As principais caracteristicas da fase de fermentagdo princi-
pal sdo: intensa produgio de dlcool e liberagdo de CO,, aumento da
temperatura, que deve ser controlada por resfriamento, progressivo
aumento de espuma e elevac¢ao da acidez do mosto. A fermentagio
principal cessa quando diminui a liberagao de gas e, consequente-
mente, a turbuléncia caracteristica do mosto. Na fase de pds-fermen-
tagdo verifica-se a diminui¢do da temperatura do vinho, elevagio da
acidez e a diminuigao da atividade de fermenta¢do da levedura de-
vido ao acimulo de determinadas substancias, do esgotamento dos
carboidratos e dos produtos metabdlicos dos contaminantes.

Bioquimicamente falando, a fermentacao é a oxida¢do in-
completa do agticar, gerando como subproduto um composto or-
ganico oxidavel. Inicialmente, a sacarose, que ¢ o agucar de reser-
va da cana, sofre hidrdlise pela enzima invertase, sendo convertida
nos monossacarideos glicose e frutose. Esta enzima ¢ codificada
pelo gene SUC2, sendo encontradas duas variantes da enzima em
S. cerevisiae: uma forma glicosilada, sujeita a repressdo da glicose
e secretada no espaco periplasmatico (fora da célula, entre a pa-
rede celular e a membrana citoplasmética), também denominada
invertase extracelular, e uma forma nao glicosilada, que é constitu-
tivamente produzida e presente no citosol da célula, conhecida por

14 Id.ibid.
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invertase intracelular. A forma glicosilada representa a maior parte
da atividade desta enzima em S. cerevisiae.”> Os monossacarideos
glicose e frutose entram na célula por difusio facilitada e sofrem
fosforilagao intracelular na primeira etapa do ciclo glicolitico. No
entanto, no caso do transporte ativo da sacarose para dentro da
célula, o rendimento em ATP ¢é 25% menor (3 ATPs sdo produzi-
dos ao invés de 4 ATPs), uma vez que um ATP é consumido pelas
bombas H+-ATPase para liberar o préton que entrou junto com o
dissacarideo.'® Dentro da célula, a sacarose é convertida em glicose
e frutose pela acdo da invertase intracelular.

De uma forma ou outra, ambos monossacarideos entram na
via glicolitica e, através de uma sequéncia de reagdes, sio converti-
dos a piruvato. Este primeiramente é descarboxilado pela enzima
piruvato descarboxilase, formando acetaldeido e liberando CO,.
Posteriormente, o acetaldeido é reduzido a etanol, sendo esta rea-
¢do catalisada pela enzima alcool desidrogenase.”

A fermentagido alcodlica pode ser esquematizada pela se-
guinte equagdo:

C6H1206 +2ADP +2 P —2 CZHSOH +2 CO2 +2ATP+2 HZO

A fermentagio alcodlica resulta de dois processos distintos:
glicolise (via de Embden-Meyerhof-Parnas) e metabolismo anaerd-
bio do piruvato. Em microrganismos eucaridticos, a glicolise realiza-
-se na matriz citoplasmatica e divide-se em duas partes: a fase inicial
de seis carbonos e a fase final de trés carbonos. A finalidade do me-
tabolismo do agticar é gerar uma forma de energia, o ATP, que serd
empregado na realizagdo de diversas fungdes fisioldgicas (absorgao,
excre¢do e outras) e biossinteses necessarias a manutencao da vida,
crescimento e multiplicagdo da levedura.'®

Na fase de seis carbonos ocorre a fosforilagdo da glicose, por
duas vezes, originando a frutose-1,6-difosfato, com consumo de duas
moléculas de ATP. A frutose-1,6-difosfato é quebrada para liberar

15 Carlson e Botstein (1982).
16  Weusthuis ef al. (1994).

17 Nelson e Cox (2014).

18 Id.ibid.
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duas trioses diferentes, o gliceraldeido-3-fosfato (aldose) e a di-hi-
droxiacetona fosfato (cetose) por a¢do da enzima aldolase. Somente o
gliceraldeido-3-fosfato pode ser diretamente degradado nas reagdes
seguintes da glicdlise, no entanto a di-hidroxiacetona fosfato é rapida
e reversivelmente convertida em gliceraldeido-3-fosfato pela enzima
triose fosfato isomerase. Desta forma, as etapas seguintes até a forma-
¢do de etanol correm em dobro."

Na fase de trés carbonos ocorre a conversio a piruvato, for-
mando-se quatro moléculas de ATP. O processo de redugio de pi-
ruvato a etanol pode ser dividido em duas etapas: na primeira etapa
ocorre a descarboxilagdo do piruvato em uma reagdo irreversivel
catalisada pela piruvato descarboxilase; na segunda, o acetaldeido
é reduzido a etanol.?’

O etanol e o CO, ndo sdo os tnicos produtos obtidos por
meio da fermentacdo alcodlica. Além destes ha varios subprodu-
tos, como acidos orgénicos, outros dlcoois e o glicerol.”! O glicerol
é o principal subproduto da fermentagio etanolica, sendo sinteti-
zado pela redugdo da di-hidroxiacetona fosfato a glicerol-3-fosfato
e em seguida pela defosforilagdo deste a glicerol. As enzimas que
catalisam estas rea¢oes sao produtos dos genes GPDI ou GPD2 e
GPP1 ou GPP2, e esta via parece ser a unica rota para a produ¢io
de glicerol em S. cerevisiae, uma vez que mutantes gpd1/gpd2 sao
incapazes de produzir glicerol. O glicerol tem um importante pa-
pel na manutengao do balango redox da célula, como precursor de
fosfolipidios e triacilglicerolipidios e como osmorregulador.? Im-
portante destacar o papel do glicerol no balan¢o redox durante a
fermentagdo. Em condi¢des anaerdbias, o acoplamento da glicdlise
e producio de etanol apresenta balan¢o nulo de oxirredugdo; no
entanto, a sintese de dcidos orgénicos assim como algumas reagoes
anabolicas produzem excesso de NADH, causando desbalanco re-
dox. A redugdo da di-hidroxiacetona fosfato a glicerol-3-fosfato
ocorre a custa de um NADH.*

19 Id.ibid.

20 Id.ibid.

21 Bai, Anderson e Moo-Young (2008).
22 Nevoigt e Stahl (1997).

23 Pagliardini et al. (2013).
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A transformagdo da sacarose em etanol e CO, envolve 12
reacdes em sequéncia ordenada, cada uma catalisada por uma en-
zima especifica, conforme esquema da Figura 1.1.

Sacarose

Etanol (2)
2nADH |
13 T
C 2 NAD+ I

Acetaldeido (2) I

Frutose Glicose Sacarose
-

Enzimas:

1 2 CO.
12 T 2 1- Invertase
/ /> 2-

Hexoquinase
Glicose Piruvato (2) 3- Fosfoglicose isomerase

ATP 2 ADP 4- Fosfofrutoquinase-1
Frutose C 11 TC 2T 5- Aldolase
6- Triose fosfato isomerase

ATP ADP
C 2 Fosfoenolpiruvarc 2 7- Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
ADP HO 8- Fosfoglicerato quinase
2 . .
2 Glicose-s-fosfato 10 T/} 2 9- Fosfoglicerato mutase
foali 10- Enolase
l 3 2-Fosfoglicerato (2) 11- Piruvato quinase
9 T 12- Piruvato descarboxilase
Frutose-s-fosfato 13- Alcool desidrogenase
AP 3-Fosfoglicerato (2) 14- Glicerol-3-fosfato desidrogenase
4 \L C 2 ADP 15- Glicerol-3-fosfato fosfatase
8
ADP T C 2 ATP

Frutose-1,¢-difosfato 1,>-Difosfoglicerato (2)
5

2 NAD+
l/—‘—\l 71 C
6 2 NADH
Di-hidroxiacetona fosfato <> Gliceraldeido-3-fosfato
— > Glicerol

NADH
14 l C .
NAD+ 15 Glicerol —

Glicerol-3-fosfato

Figura 1.1 Esquema representativo das etapas de conversdo de agucares
a etanol, CO, e glicerol que ocorrem no citosol das células de leveduras.
O esquema representa a hidrolise da sacarose pela enzima invertase, que
ocorre tanto extra quanto intracelularmente.

Fonte: modificada de Costa.**

Considerando-se o fator estequiométrico pela equagao de
Gay-Lussac, a partir de 1 g de glicose poderiam ser produzidos

24 Costa (2017).
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0,51 g de etanol e 0,49 g de dioxido de carbono, porém vérios fato-
res, como contaminag¢io bacteriana, contaminagéo por leveduras
nativas, condi¢des nio ideais de pH e temperatura, entre outros,
e até mesmo a sintese celular e de produtos secundarios, limitam
o rendimento estequiométrico a valores da ordem de 92-93% do
rendimento tedrico.”

1.3 PREPARO DO MOSTO

Com a desregulamentagio do setor sucroalcooleiro em 1990,
reduzindo a intervenc¢ao do governo e a liberagao da exportagao de
acucar, houve aumento considerével na exportagao deste produto
e, como consequéncia, as usinas foram anexadas as destilarias au-
tdnomas existentes, consolidando o modelo de producéo de agticar
e etanol de modo integrado, que persiste até hoje.”

A integragdo agucar-etanol reverberou de forma significativa
no processo fermentativo para producéo de etanol, uma vez que os
mostos de fermenta¢do podem variar entre as unidades produtoras
e até mesmo dentro de uma mesma safra, a depender dos precos
do agucar, do etanol e da gasolina nos mercados interno e exter-
no. Este trade-off resulta na variagdo da disponibilidade de caldo
de cana ou melago para a produgdo de etanol, uma vez que, com a
preferéncia pela produgdo de agtcar, o caldo de cana é mobilizado
para a usina, restando o melaco, subproduto da fabricagdo de acu-
car, como mosto para a fermentagio alcodlica.

A Figura 1.2 ilustra os processos de produgio integrada de
agucar e etanol, com destaque para os principais subprodutos gera-
dos, tais como vinhaga, melago e bagaco.

25 Della-Bianca ef al. (2013).
26 Dias et al. (2015).
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6-12 horas
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Figura 1.2 Esquema representativo dos processos para produgio de agu-
car e etanol no Brasil, destacando-se os principais subprodutos: bagaco,
melaco e vinhaga.

Fonte: elaboragio propria.

Algumas operagdes iniciais sdo comuns tanto a usina quanto
a destilaria, a saber, a recep¢io, o preparo e a extragio do caldo da
cana. Apds a chegada da cana a industria, ocorre a lavagem para eli-
minagio do solo aderido e impurezas. H4 diferencas na recepgido da
cana colhida ap6s queima ou por colheita mecanizada. No primeiro
caso, trata-se da cana inteira, que ¢ assim lavada; no segundo caso,
utiliza-se a limpeza a seco das canas cortadas para evitar perda de
acucar.” Em seguida, a cana é cortada com facas e desfibradores,
os quais promovem a abertura das células para a liberacio do cal-
do. A extragdo do caldo é realizada por moendas constituidas por
quatro a seis ternos dispostos em série, cada um contendo quatro
rolos, onde o processo de extragdo ocorre por pressio mecanica. Ao
receber a primeira compressio, a cana picada e desfibrada libera o
caldo conhecido como primario e o bagago segue pela esteira para

27 Leal (2010).

23



MICROBIOLOGIA DA FERMENTACAO ETANOLICA

24

o0 terno seguinte, e assim sucessivamente. Ao final do processo, o
bagaco apresenta cerca de 50% de umidade e é encaminhado para
as caldeiras para geragdo de vapor, o qual é necessario em todo o
processamento e para o acionamento das moendas. Muitas vezes
utiliza-se o processo de embebigdo, que consiste em adicionar agua
ou o proprio caldo extraido ao bagago entre um terno e outro, com
a finalidade de aumentar a extra¢do de sacarose. Geralmente, o cal-
do primario é encaminhado para a usina para a produgdo de agu-
car por ser mais puro e concentrado, enquanto o caldo do segundo
terno (caldo misto) vai para a producio de etanol.?®

Algumas unidades utilizam o processo de difusdo para ex-
tragdo do caldo, em que a sacarose adsorvida ao material fibroso da
cana ¢ diluida e removida por lixiviagao ou lavagem em um proces-
so de contracorrente. A eficiéncia na extracido da sacarose é maior
nos difusores do que nas moendas, além de ter menor consumo de
energia na difusdo.”

O tratamento do caldo misto, utilizado na produgéo de eta-
nol, compreende inicialmente uma etapa de peneiramento para
eliminar impurezas mais grosseiras, como fibras e areia. Sao uti-
lizadas inicialmente peneiras rotativas integradas ao conjunto de
extragdo, para em seguida utilizar peneiras hidrodinamicas e hi-
drociclones, o que possibilitard a remogdo de material fibroso de
menor tamanho, areia e terra, respectivamente. O caldo assim tra-
tado passa por preaquecimento a temperatura de 70 °C, adigdo de
cal, aquecimento posterior a aproximadamente 105 °C, desaeracao,
adicdo de polimero para causar flocula¢io e remocio final de im-
purezas por meio da decantacio. O lodo obtido na clarificagio é fil-
trado para aumentar a recuperacio da sacarose. O caldo clarificado
é submetido a novo aquecimento para morte térmica dos micror-
ganismos e imediatamente sofre pré-resfriamento, seguido de res-
friamento final até a temperatura de 32 °C, antes de ser direcionado
a dorna de fermentagdo. O caldo assim produzido apresenta apro-

28 Dias et al. (2015).
29 Macedo e Cortez (2005), Dias ef al. (2015).
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ximadamente 18-20 °Bx (teor de sélidos soluveis), o que equivale a
aproximadamente 13-15% de agtcares totais.*

O caldo pode ser concentrado em evaporadores continuos
como estratégia para obtenc¢do de fermentagdo com alto teor al-
coolico, devido a elevacio do teor de acucar total. Além disso, a
concentragdo garante a continuidade do processo fermentativo em
paradas da moagem, permitindo o armazenamento do caldo, agora
chamado de xarope. A concentra¢io ideal para armazenamento do
xarope gira em torno de 50 a 55 °Bx, partindo inicialmente de uma
concentragao de cerca de 14 a 16 °Bx no caldo.”

O tratamento do caldo para a produgio de agticar compreende
as mesmas etapas do tratamento do caldo para produgio de etanol.
No entanto, mais cal é necessario para a produgao de agtcar, além da
adigdo de didxido de enxofre (SO,) em um processo chamado sulfi-
tagdo, que diminui a cor do xarope para produgido de agicar branco,
causa a coagulacdo dos sélidos soltveis e reduz a viscosidade do cal-
do para facilitar as opera¢des de evaporagio e cristalizagdo.*

Durante a produgio de agucar, o caldo de cana é clarificado
com cal e concentrado por meio de etapas repetitivas de evapora-
¢do e centrifugacdo. O caldo concentrado passa por uma etapa de
cristalizacdo para formacgao dos cristais de sacarose, que sdo remo-
vidos por centrifugagao. O liquido resultante, escuro e viscoso, é
chamado de melaco e contém de 45 a 60% de sacarose e 5 a 20%
de glicose e frutose.* O melago pode ser utilizado em combinagdo
com o caldo de cana para aumentar a concentrac¢ao de agtcar no
mosto ou pode ser diluido com agua, em substitui¢ao ao caldo de
cana. A composi¢io dos mostos preparados a partir do caldo ou do
melago ou de uma mistura de ambos influencia o desempenho da
fermentagéo.*

30 Oliva-Neto et al. (2013).

31 Macedo e Cortez (2005).

32 Id.ibid.

33 Amorim et al. (2011), Basso, Basso e Rocha (2011).

34  Amorim, Basso e Lopes (2009), Basso, Basso e Rocha (2011).
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1.4 SISTEMAS DE CONDUCAO DA FERMENTACAO

Os processos fermentativos podem ser classificados quanto ao
modo como sdo desenvolvidos em batelada ou descontinuo e conti-
nuo, havendo varia¢gdes em cada um deles. No processo descontinuo,
o mosto é colocado de uma sé vez juntamente com o indculo; quan-
do se atinge 0 maximo de produgio, o processo ¢ finalizado. Nas
destilarias brasileiras utiliza-se o processo descontinuo alimentado,
também chamado de batelada alimentada (fed-batch). Neste sistema,
o creme de levedura tratado com 4cido é enviado para a dorna de
fermentagio, a qual é preenchida com o mosto em fluxo controla-
do, o que evita o estresse por choque osmotico. Podem ser utiliza-
das vérias dornas de fermentacio, mas cada uma faz a fermentagéo
de forma individual. Cada dorna é preenchida, manejada e limpa-
da separadamente das demais. As seguintes vantagens sdo atribuidas
a este sistema: medida mais facil do rendimento fermentativo, pois
o volume ¢ mantido constante; menos suscetivel as contaminagoes
bacterianas, pois cada dorna é lavada apds cada ciclo de fermentacéo,
o0 que diminui o uso de antimicrobianos; o vinho apresenta menor
teor de acidez; menor risco de floculagdo e melhor desempenho das
centrifugas; maior facilidade em otimizar o tempo de alimentacio
das dornas; e possibilidade de estender o tempo de fermentacio se a
concentra¢io de agtcar residual estiver alta. Estima-se que o sistema
de batelada alimentada é empregado em cerca de 83% das destilarias,
podendo ser alcangados rendimentos de 92 a 95%.%

O sistema continuo foi proposto nos anos 1980 e consis-
te na alimentac¢do continua de todo o mosto inoculado para uma
ou mais dornas que se mantém sempre cheias durante o processo.
O vinho parcialmente fermentado transborda para uma segunda
dorna, que é mantida cheia, e desta transborda para uma terceira,
quarta, em série, até o consumo total dos agticares. Da tltima dor-
na, o vinho segue para a centrifugacdo, onde o creme de levedura é
separado e segue para o tratamento acido. Em seguida, o fermen-
to tratado é encaminhado de volta para a primeira dorna, onde é
alimentado junto com o mosto e inicia-se novo ciclo. No sistema

35 Godoy et al. (2008).
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continuo, 0 mosto e a levedura sdo adicionados na primeira dor-
na, iniciando-se a fermentacio. Este mosto inoculado é bombeado
para as demais dornas, finalizando a fermenta¢io na tltima dorna.
Todas as dornas fermentam simultaneamente e ndo podem ser la-
vadas com frequéncia.*®

A fermentagdo continua apresenta vantagens sobre a batela-
da alimentada por ter menor custo de implantagéo, custando cerca
de 50 a 60% menos, e maior facilidade de automacao. No entanto as
desvantagens residem principalmente na dificuldade de controlar a
contaminagdo por bactérias e leveduras nativas, maior dificuldade
na avaliagdo do rendimento fermentativo devido as variagdes de
volume nas dornas e o estresse osmotico.” Quanto ao rendimento
fermentativo, melhores resultados tém sido obtidos com a fermen-
tacdo em batelada alimentada, e, na melhor das hipdteses, os ren-
dimentos sdo compardveis, pois raramente a fermentag¢do continua
demonstra rendimento superior.*®

1.5 TRATAMENTO DO FERMENTO

Quando termina a fermentacdo, as células de leveduras sdo
separadas do vinho por centrifugagio, resultando em um creme de
leveduras com 60 a 70% (m/v) de células. Este creme concentrado
¢ entdo diluido com agua e tratado com dcido sulfurico em pH que
varia de 1,8 a 2,5, por um periodo de uma hora e meia a trés ho-
ras. Esta suspensio de fermento diluido e acidificado é conhecida
na pratica pelo nome de pé-de-cuba. Em seguida, esse creme con-
centrado de leveduras é utilizado para reiniciar a fermentagdo na
dorna com mosto fresco.*” O emprego do tratamento acido para
combater contaminagdes bacterianas ndo ¢ uma pratica nova na
industria da fermentacéo, especialmente na fabricagdo da cerveja.*
O tratamento acido reduz a contaminacdo bacteriana e a floculagdo

36  Centro Nacional de Pesquisa em Energias e Materiais ([2017] 2020).

37 Godoy et al. (2008).

38 Id.ibid., Centro Nacional de Pesquisa em Energias e Materiais ([2017] 2020).
39 Lopes et al. (2016).

40  Simpson e Hammond (1989).
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das células de leveduras, seja causada por bactérias ou por uma ca-
racteristica intrinseca da linhagem."

Poucos sio os trabalhos que mostram a eficiéncia do trata-
mento dcido em numeros. Gallo* verificou uma redugio de 44,55%
no numero de bactérias com o uso do tratamento das células com
acido sulftrico. Experimentos laboratoriais mostraram redugéo de
trés ciclos log (99,9%) no nimero da bactéria Lactobacillus fermen-
tum utilizando o tratamento com acido sulfurico.*

As leveduras toleram baixo pH, mas o tratamento acido pode
causar disturbios fisiologicos nas células das leveduras, especialmen-
te em condi¢oes especificas, como predominéncia de células muito
jovens ou muito velhas.* Atribui-se aos carboidratos de reserva, tais
como glicogénio e trealose, a capacidade que as leveduras tém de su-
portar o estresse acido durante o tratamento do fermento.*

Melo et al.* estudaram os mecanismos moleculares que per-
mitem as células de uma linhagem industrial de S. cerevisiae (JP1)
sobreviver em ambientes com baixo pH. Cerca de 65 genes foram
significativamente superexpressados na condi¢ao de baixo pH
(2,0), estando relacionados aos mecanismos de resposta ao estres-
se, como também a morfogénese celular, biogénese da parede celu-
lar e biossintese de metabdlitos induzidos pelo estresse, tais como
glicerol e trealose. Os resultados mostraram que o baixo pH ativa a
resposta geral ao estresse (GSR, General Stress Response), sendo im-
portante para a sobrevivéncia da célula por longo tempo. Foi tam-
bém sugerido que existe um mecanismo regulatério dependente
da Proteina Quinase A (PKA) que afeta o ciclo celular de forma a
adquirir tolerancia ao ambiente acido. Lucena et al.¥” complemen-
taram este estudo usando duas estratégias experimentais (cresci-
mento celular e expressdo génica) para mostrar que os genes en-
volvidos no mecanismo de integridade da parede celular e as vias

41  Amorim et al. (2011).

42 Gallo (1989).

43 Costa, Cerri e Ceccato-Antonini (2018), Silva-Neto et al. (2020).
44 Oliva-Neto et al. (2013).

45  Basso et al. (2008).

46 Melo et al. (2010).

47  Lucena et al. (2012).



SANDRA REGINA CECCATO-ANTONINI

PKC-MAPK (vias Proteina Quinase C — Proteina Quinase Ativada
por Mitdgeno) sdo essenciais para o crescimento das células de le-
veduras em ambientes acidos.

Lucena ef al.*® demonstraram que a sobrevivéncia de uma li-
nhagem industrial de S. cerevisiae depende da reprogramacao me-
tabolica das células para assegurar a viabilidade celular, por meio
da inibicio do crescimento celular sob condi¢ao desfavoravel. Nes-
ta situacdo ocorre a expressdo diferencial de um conjunto de genes
relacionados a composigdo e integridade da parede celular, proces-
sos de oxida¢io-redugdo, metabolismo de carboidrato, sintese de
ATP e absor¢io de ferro.

Estudos tém mostrado a tolerancia das leveduras S. cerevisiae
industriais ao ambiente 4cido,” de forma que o tratamento acido
ndo causa impacto significativo a levedura do processo, se realiza-
do adequadamente. Nao ha duvida também quanto a eficiéncia do
tratamento dcido na redu¢do da contaminagio bacteriana e de seus
efeitos, como na desfloculagdo do fermento, mas a questao principal
que acaba recaindo sobre seu uso ¢ o custo do acido e a seguranga
na manipulagdo. E preciso pensar em alternativas mais seguras e
ambientalmente corretas que assegurem a minimizac¢do dos efeitos
da contaminagdo. O uso de antibidticos deve ser evitado devido a
sua reten¢do nos subprodutos da fermentagdo, como na levedura
seca, que é comercializada para ra¢do animal,” e na vinhaca, que
por ser utilizada na fertirrigagdo pode carregar antibiéticos que se-
riao disseminados no ambiente, levando ao aumento da resisténcia
bacteriana a antibidticos. Linhagens de bactérias resistentes a varios
antibioticos ja foram isoladas de unidades produtoras de etanol.”
Além disso, a presenca de antibidticos na vinhaca pode afetar o pro-
cesso de biodigestdo anaerdbia da vinhaga para produgédo de biogas
pelo fato de inibir as bactérias acetogénicas e metanogénicas.”

Uma série de agentes quimicos com a¢do bacteriostatica e bac-
tericida tem sido testada em escala laboratorial, mas o que tem se

48 1d.(2015).

49 Della-Bianca et al. (2014), Reis et al. (2017), Costa, Cerri e Ceccato-Antonini (2018), Silva-Neto et al. (2020).
50 Amorim et al. (2011).

51 Murphree et al. (2014), Mendonga et al. (2016).

52 Sanz et al. (1996), Assad (2017).
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destacado em escala industrial é o dioxido de cloro. Essa substancia é
geralmente empregada em sistemas de tratamento de agua para com-
bater bactérias, virus e algas, tendo forte agao oxidante.”” Em 2012 foi
aprovada a patente do didxido de cloro para emprego na fermenta-
¢30, denominado de DuPont™ Fermasure®. Muitas destilarias brasi-
leiras tém substituido os antibidticos e cerca de 40% do tratamento
acido pelo uso do didxido de cloro na concentragao de 30 mg/L.**

O proprio etanol, por ter a¢do bactericida, poderia ser utili-
zado em combinagdo ou nio com o acido sulftrico, na tentativa de
minimizar ou até eliminar o volume de dcido gasto no tratamento
do fermento. O trabalho pioneiro de Ceballos-Schiavone® avaliou
a adi¢do de etanol em concentragdes de 15, 20, 25, 30 e 35% a so-
lugdo acida com diferentes valores de pH (2,5 a 6,0) a fim de veri-
ficar o efeito sobre o crescimento de sete espécies de Lactobacillus.
A combinagio de pH 2,5 e 20% de etanol por 2 horas de incubagao
foi a melhor condigéo para eliminar completamente o nimero de
bactérias. Aumentando o pH para 6,0, foi necessaria uma concen-
tragdo de 25% de etanol para causar o mesmo efeito.

Costa, Cerri e Ceccato-Antonini*® testaram concentracoes
inferiores a 15% de etanol adicionado a solu¢ao acida pH 2,0 e re-
lataram a completa perda da viabilidade de L. fermentum ja ao final
do primeiro ciclo de tratamento com a concentragdo de 5% de eta-
nol e pH 2,0. Os experimentos foram realizados com caldo de cana
esterilizado em coculturas de S. cerevisiae e L. fermentum. O trata-
mento foi continuado por seis ciclos de fermentagao e, embora nao
tenha tido efeito sobre a viabilidade da linhagem industrial de S.
cerevisiae, houve decréscimo na produgio de etanol. Neste contex-
to, Silva-Neto et al.”” testaram esta mesma concentragio de etanol
em solucdes dcidas com pH superior a 2,0 e ndo obtiveram redu¢io
significativa no niimero de L. fermentum. Para causar perda total da
viabilidade da bactéria, seria necessaria uma concentragio de 20%
de etanol em solucdo acida pH 3,0 ou 22% de etanol em 4dgua sem

53  Lapolli et al. (2005).

54  Furtado ([2013] 2020).

55  Ceballos-Schiavone (2009).

56 Costa, Cerri e Ceccato-Antonini (2018).
57  Silva-Neto et al. (2020).
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adigdo de acido. Estes resultados mostram que a substitui¢io total
do 4cido sulftrico pelo etanol nio é viavel devido a alta concen-
tragdo necessaria para causar a morte das bactérias. A redu¢io da
quantidade de acido no tratamento combinado com etanol também
ndo surtiu efeito no controle da contaminagio, pois alta concentra-
¢do de etanol (20%) é necessaria para ser adicionada a solugao acida
pH 3,0, ou seja, 4 vezes mais etanol comparando com a solugéo aci-
da pH 2,0 (5% de etanol), para ocasionar perda total da viabilidade
de L. fermentum. Estas concentragdes de etanol sdo muito altas para
serem empregadas no contexto industrial.

Silva-Neto et al.*® também testaram a aplica¢do do tratamento
acido pH 2,0 com a adi¢do de 5% de etanol em fermentagao reali-
zada com a linhagem industrial PE-2 em caldo de cana nio esté-
ril e contaminado com L. fermentum (10° UFC/mL), resultando em
perda total da viabilidade da bactéria no primeiro ciclo fermentati-
vo. Nos demais ciclos, mesmo utilizando caldo nao estéril mas sem
a inoculagao de L. fermentum, somente o tratamento acido pH 2,0
(sem adigdo de etanol) foi suficiente para causar a perda da viabi-
lidade das bactérias nativas do caldo. Os maiores teores alcoolicos
foram obtidos com o tratamento combinado pH 2,0 + 5% de etanol
nas fermentagdes contaminadas com L. fermentum. Os resultados
apontam para o uso do etanol em combinagio com o tratamento
acido em situagdes em que somente o acido ndo é capaz de combater
a contaminagio bacteriana, em substituicio ao uso de antibidticos.

A etapa do tratamento do fermento é de extrema importan-
cia no processo fermentativo como um todo, impactando direta-
mente sobre o rendimento fermentativo 4 medida que reduz a con-
taminag¢do bacteriana. No entanto tem recebido pouca ateng¢do no
sentido de quantificar a eficiéncia do acido sulftirico no combate as
diferentes espécies de bactérias presentes no processo e de buscar
alternativas mais seguras e ambientalmente corretas em substitui-
¢40 ao 4cido sulfurico.

58 Id.ibid.
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1.6 FATORES QUE AFETAM A FERMENTACAO

As caracteristicas do processo fermentativo impdem as le-
veduras uma série de condi¢des que podem afetar seu crescimen-
to e a capacidade fermentativa. Varios fatores podem afetar a fer-
menta¢ao, como alta concentragdo de etanol, alta pressao osmoti-
ca, baixo pH, varia¢des de temperatura nas dornas, composi¢io do
mosto de fermentac¢io e contaminagdo por bactérias e leveduras
nativas. O efeito destes fatores pode ser intensificado pela pratica
do reciclo celular, que inclui o tratamento 4cido do fermento entre
cada ciclo de fermentagdo.”

A composi¢do do mosto de fermentagdo é um fator impor-
tante para o desempenho da levedura na fermentagio, pois o me-
lago e o caldo de cana guardam diferencas significativas em sua
composi¢do quimica. Enquanto o caldo de cana pode apresentar
algumas deficiéncias nutricionais, o melago pode conter substan-
cias consideradas inibitdrias para as leveduras, como o sulfito, re-
sultado da etapa de sulfitacdo do caldo para a producio de agucar.
Em decorréncia disto, a mistura caldo de cana + melaco pode ser
uma melhor alternativa do que cada um separadamente.®

As vantagens da utilizagao do melago residem no fato de ele
ser um meio ja concentrado em agucares, descartando-se a neces-
sidade de concentrar o caldo de cana. O efeito téxico do aluminio é
menor em melaco do que em caldo, provavelmente devido as pro-
priedades quelantes de alguns componentes do melago. O baixo pH
do meio de fermentagio converte o aluminio presente nos mostos
na sua forma toxica (Al**), causando redugéo na viabilidade das le-
veduras, nos niveis de trealose e taxas de fermentagio. O magnésio
atenua o efeito do aluminio, ressaltando a importancia de adicio-
nar cal dolomitico com alto contetido de magnésio na fase de tra-
tamento do caldo. Por outro lado, o melago apresenta altas concen-
tragdes de potdssio, causando efeitos no metabolismo da levedura,
com redugido do rendimento fermentativo, viabilidade celular e ni-
veis de trealose; altas concentragdes de cdlcio, aumentando o efei-

59 Basso, Basso e Rocha (2011).
60 Amorim, Basso e Lopes (2009).
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to da floculagio causada pelas bactérias; e presenga de substancias
inibidoras do crescimento microbiano, como furfural, dcido formi-
co e outros compostos originados das reagcdes de Maillard.*' A pre-
senga de sulfito no melaco, devido ao processo de sulfitacio na usi-
na para producéo de agtcar, pode trazer inibigdo ao metabolismo
dalevedura, especialmente considerando-se que sua a¢io inibitéria
esta diretamente relacionada ao pH, sendo mais tdxico em meios
mais dcidos, como é o caso da fermentagido alcodlica.®

A composi¢do do mosto é um fator que interfere nas intera-
¢Oes entre os microrganismos durante a fermentagdo, por poten-
cialmente exercer uma forga de sele¢do para favorecer microrga-
nismos especificos.® Verificou-se maior produ¢io de acetato em
mosto de mela¢o do que em mosto de caldo de cana quando a fer-
mentac¢do conduzida por S. cerevisiae estava contaminada com D.
bruxellensis® ou com leveduras nativas S. cerevisiae rugosas e L. fer-
mentum.® O efeito do melago sobre o rendimento fermentativo em
fermentagdes contaminadas com D. bruxellensis e L. fermentum foi
maior do que com caldo de cana,®® mostrando que a composi¢ao
do mosto pode interferir com as intera¢des entre os diferentes mi-
crorganismos presentes na dorna, com o risco de estar favorecendo
mais os contaminantes do que a levedura do processo.

O pH do mosto de fermentagdo é um fator de importincia
quando se considera a presenca de dcidos orgénicos no meio, como
acido latico e acido acético, produzidos por contaminantes bacte-
rianos. Além disso, o proprio caldo de cana ou melago apresenta
uma composi¢do complexa de acidos organicos, como trans-aco-
nitico, malico, citrico, succinico, oxalico, tartarico e glicélico.”” No
meio 4cido do ambiente fermentativo, estes acidos na forma pro-
tonada podem entrar nas células das leveduras; ao encontrar o pH
intracelular mais alto (por volta de 7,0), rapidamente se dissociam,

61 Eggleston e Amorim (2006), Amorim, Basso e Lopes (2009).
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liberando o proton e acidificando o interior das células.®® A glicdli-
se é um dos processos bioldgicos afetados pela acidificagao do pH
intracelular.® Dorta et al.” avaliaram o efeito sinérgico do sulfito,
acido latico, etanol e baixo pH sobre a fermentagao conduzida por
duas linhagens industriais de S. cerevisiae (M-26 e PE-2) e mostra-
ram que o baixo pH (3,6) seguido do etanol (9,5%) foram os fatores
mais estressantes para as leveduras durante a fermentagao.

O etanol causa efeito na membrana citoplasmatica das cé-
lulas de leveduras, diminuindo sua fluidez e consequentemente a
permeabilidade da membrana a alguns ions, especialmente ions
H*. A entrada desses ions ocasiona a dissipa¢ao do gradiente ele-
troquimico na membrana, afetando a manuten¢ao da for¢a proto-
motiva com diminui¢io do pH intracelular. Além de afetar a com-
posicdo da membrana, o etanol causa inibi¢do do crescimento e
inativacdo de enzimas, levando a perda da viabilidade celular.”* A
tolerancia das leveduras ao etanol é um dos fatores que limitam o
desenvolvimento de fermenta¢des com alto teor alcodlico. Em S.
cerevisiae, segundo Dorta et al.,”* a concentragdo maxima de etanol
que permite o crescimento ¢ de 10% (m/v). A procura por linha-
gens tolerantes ao etanol deve ser estimulada, pois as linhagens in-
dustriais CAT-1, PE-2, BG-1 e SA-1 n3o demonstraram tolerancia
ao etanol comparavel aquela apresentada pelas leveduras nativas
rugosas, contaminantes da fermentagdo.”

O efeito inibidor do etanol é potencializado com o aumento
da temperatura. A faixa 6tima de temperatura para a fermentagio
alcodlica é de 26 a 35 °C, no entanto, com o aumento da tempe-
ratura ambiente no decorrer da safra e pelo fato de a fermenta-
¢do alcoolica ser um processo exotérmico, a temperatura das dor-
nas pode alcancar 38 °C, requerendo resfriamento por trocadores
de calor nas dornas de fermentagdo.” E sabido que o aumento da

68 Ullah et al. (2013).

69 Pearce, Booth e Brown (2001).

70 Dorta et al. (2006).

71  Stanley et al. (2010).

72 Dorta et al. (2006).

73 Reis et al. (2017).

74  Lima, Basso e Amorim (2001), Macedo e Cortez (2005).
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temperatura ocasiona aumento na velocidade da fermentagdo, mas
ainda que seja interessante selecionar linhagens de leveduras ter-
motolerantes para aplicacio industrial, é necessario lembrar que o
crescimento das bactérias é estimulado em temperaturas acima de
32 °C e que temperaturas mais amenas (abaixo de 27 °C) reduzem
a toxicidade do etanol.”

A fermentacéo de alto teor alcodlico tem sido uma das prio-
ridades do setor sucroalcooleiro por proporcionar vantagens econd-
micas e técnicas, especialmente a reducdo do volume de vinhaca. No
entanto ¢ preciso investir em linhagens de leveduras adaptadas a alta
concentragio de etanol nos mostos de fermentac¢do acima de 10%.7

O estresse osmotico causado pela alta concentragéo inicial
de agucar no meio de fermentagio pode levar a queda na produ-
¢do de etanol devido a regulagio da sintese das enzimas glicoliticas
e inibi¢do do transporte de acucar pela concentragio de agticar do
meio. Durante o processo fermentativo em batelada simples ocorre
decréscimo na taxa especifica de crescimento da levedura causada
ou pelo substrato ou pelo produto final. A viabilidade das levedu-
ras diminuiu significativamente quando a concentra¢io de agticar
do meio aumentou de 120 para 180 g/L devido ao estresse osmo-
tico, que resulta em perda de agua do interior da célula para o am-
biente.”” Pode ocorrer sinergia entre o estresse osmotico e aqueles
causados pelo etanol e outros compostos presentes no meio, como
acidos orgénicos, aumentando a toxidez desses compostos.”® Para
superar a inibi¢do pelo produto ou pelo substrato, os sistemas de
batelada alimentada, continuo ou semicontinuo, sdo mais apro-
priados.” O sistema de batelada alimentada, mais extensivamente
utilizado nas destilarias brasileiras, consiste na alimentagéo inter-
mitente de agucar sem remogao do caldo de fermenta¢io, reduzin-
do assim a inibi¢do pelo substrato e pelo produto final, resultando
em menor tempo de fermentagdo e alta produtividade em etanol.
Desta forma, em um sistema como este, 0 estresse osmotico nio é

75 Basso, Basso e Rocha (2011).

76  Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais ([2017] 2020).
77  Mager e Siderius (2002).

78  Graves et al. (2006).

79  Chang et al. (2018).
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significativo a ponto de impactar o crescimento e o metabolismo
da levedura do processo.

E importante destacar que os fatores que afetam a fermenta-
¢d0 ndo ocorrem isoladamente durante o processo, de forma que
os estresses impostos simultinea ou sequencialmente tém efeito
muito maior do que o efeito de cada um dos estresses isoladamen-
te, como foi descrito para as condi¢cdes de acidez - temperatura -,
etanol, por exemplo.
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