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Resumo

A producéo de etanol no Brasil ocorre predominantemente pela fermentacao alcoolica, com
destaque para o processo Melle-Boinot, que se baseia na reutilizagdo de leveduras entre ciclos
fermentativos, contribuindo para maior eficiéncia produtiva. Entretanto, devido a operacdo em
larga escala e a auséncia de condicGes totalmente assépticas, 0 processo torna-se suscetivel a
contaminagdes microbiologicas, sendo as bactérias laticas um dos principais fatores de
interferéncia, pois competem com a levedura Saccharomyces cerevisiae pelos aglcares do
mosto e produzem metabolitos indesejaveis, como &cidos organicos, que comprometem a
viabilidade celular e o rendimento em etanol. Nesse contexto, 0 monitoramento
microbiologico é essencial para a deteccdo precoce de desvios, embora 0s métodos
convencionais apresentem limitacBes relacionadas a precisdo e a execucdo manual.
Paralelamente, estratégias tradicionais de controle, como o tratamento &cido e o uso de
antibidticos, apesar de eficazes, atuam predominantemente de forma corretiva e apresentam
desvantagens associadas a impactos ambientais, riscos operacionais e ao desenvolvimento de
resisténcia microbiana. Nesse contexto, o sistema CIP (Cleaning-in-Place) destaca-se como
uma abordagem preventiva de higienizacgdo, permitindo a limpeza de equipamentos industriais
sem a necessidade de desmontagem, contribuindo para a reducdo da carga microbiana, a
prevencéo de contaminagOes recorrentes e a maior estabilidade do processo fermentativo. Este
trabalho teve como objetivo analisar o impacto das bactérias laticas na producgédo de etanol,
discutir metodos de monitoramento e controle microbiol6gico e avaliar o papel do sistema
CIP como estratégia preventiva, por meio de uma revisdo bibliogréfica de carater exploratério
baseada em artigos cientificos, livros e documentos técnicos. Dessa forma, conclui-se que a
integracdo entre monitoramento microbioldgico e o uso adequado do sistema CIP favorece o
controle das contaminagGes, promovendo melhorias no desempenho industrial, na

produtividade e na sustentabilidade da producdo de etanol.

Palavras-chaves: Fermentacdo alcoodlica; Etanol; Contaminacdo microbiana; Bactérias

laticas; CIP.



Abstract

Ethanol production in Brazil occurs predominantly through alcoholic fermentation, with the
Melle-Boinot process being particularly noteworthy. This process relies on the reuse of yeast
between fermentation cycles, contributing to greater production efficiency. However, due to
large-scale operation and the absence of completely aseptic conditions, the process becomes
susceptible to microbiological contamination. Lactic acid bacteria are one of the main
interfering factors, as they compete with the yeast Saccharomyces cerevisiae for the sugars in
the must and produce undesirable metabolites, such as organic acids, which compromise cell
viability and ethanol yield. In this context, microbiological monitoring is essential for the
early detection of deviations, although conventional methods have limitations related to
precision and manual execution. In parallel, traditional control strategies, such as acid
treatment and the use of antibiotics, while effective, act predominantly in a corrective manner
and present disadvantages associated with environmental impacts, operational risks, and the
development of microbial resistance. In this context, the CIP (Cleaning-in-Place) system
stands out as a preventive hygiene approach, allowing the cleaning of industrial equipment
without the need for disassembly, contributing to the reduction of microbial load, the
prevention of recurrent contamination, and greater stability of the fermentation process. This
work aimed to analyze the impact of lactic acid bacteria on ethanol production, discuss
methods of microbiological monitoring and control, and evaluate the role of the CIP system as
a preventive strategy, through an exploratory literature review based on scientific articles,
books, and technical documents. Therefore, it is concluded that the integration between
microbiological monitoring and the proper use of the CIP system favors the control of
contamination, promoting improvements in industrial performance, productivity, and the

sustainability of ethanol production.

Keywords: Alcoholic fermentation; Ethanol; Microbial contamination; Lactic bacteria;

CIP.



Lista de Figuras
Figura 1: Representacdo esquematica do processo da fotossintese. 21
Figura 2: Organizacdo estrutural da biomassa lignocelulésica. 22

Figura 3: Esquema representativo das etapas de conversdo de agucares a etanol, CO2 e

glicerol que ocorrem no citoplasma das células de leveduras. 25

Figura 4: Fluxograma representando o processo de producdo do aglcar e etanol a partir da

cana-de-acucar. 27

Figura 5: (A) Esquema simplificado do processo de fermentacdo Melle-Boinot (batelada

alimentada). (B) Esquema do processo de fermentagédo continua para producéo de alcool. 30

Figura 6: Leveduras e lactobacilos em suspensdo. (A) durante a fermentacédo etandlica (B) em
estado floculado
36

Figura 7: Metabolismo das bactérias laticas homofermentativas (Azul) e heterofermentativas
(Vermelho). 38

Figura 8: Representacdo do transporte de cido latico do ambiente extracelular para o interior

da levedura, onde ocorre sua dissocia¢do em ion lactato. 39
Figura 9: Etapas da formacao de biofilome microbiano. 40
Figura 10: Camara de Neubauer. 41
Figura 11: Equipamento lactimetro. 42
Figura 12: Esquema do procedimento da coloracdo de Gram. 43

Figura 13: Estrutura da parede celular das bactérias (A) Gram-positivas e (B) Gram-
negativas. 44

Figura 14: Esquema do procedimento da diluicdo seriada e plaqueamento. 45



Figura 15: Representacdo esquematica de um sistema CIP com reutilizacdo aplicado a

limpeza de um fermentador em ambiente industrial. 52



Lista de Equacdes
Equacdo 1: Hidrolise da Sacarose

Equacdo 2: Fermentacdo Alcodlica da Glicose

24

24



Lista de Tabelas

Tabela 1: Rendimento tedrico de alcool absoluto em massa a partir de monossacarideos,
dissacarideos e polissacarideos.

Tabela 2: Principais compostos com potencial inibitério presente no mosto e seus efeitos na
fermentacdo alcodlica.

Tabela 3: Principais produtos quimicos utilizados em sistemas CIP na industria de etanol.

Tabela 4: Principais pontos de aplicacao do sistema CIP, materiais e tipos de incrustacdes no
processo de producdo de etanol.

Tabela 5: Comparacéo entre os dispositivos de limpeza dos tanques utilizados em sistemas
CIP na industria de etanol.

Tabela 6: Resumo das estratégias convencionais para o controle de contaminacdes
bacterianas.

10

25

33

50

53

54

55



Lista de Siglas e Abreviagdes

ADP - Adenosina Difosfato

AR - Acucares Redutores

ART - Aglcares Redutores Totais

ATP - Adenosina Trifosfato

ATR - Acucar Total Recuperavel

BAL - Bactérias Laticas

°C - Grau Celsius

C,Hs0H - Etanol

CIP - Cleaning-in-Place

CO, - Dioxido de carbono

DNA - Acido Desoxirribonucleico

E1G - Etanol de Primeira Geragéo

E2G - Etanol de Segunda Geragéo

EDTA - Acido Etilenodiamino Tetra-acético
EMP - Embden—Meyerhof—Parnas

EPS - Substancias Poliméricas Extracelulares
HMF - Hidroximetil-furfural

INPM - Instituto Nacional de Pesos Medidas
Kg - Quilograma

LPS - Lipopolissacarideo

NAD" - Nicotinamida Adenina Dinucleotideo
NADH - Nicotinamida Adenina Dinucleotideo
NaOH - Hidroxido de Sodio

O, - Oxigénio

pH - Potencial hidrogenidnico

P; - Fosfato Inorgéanico

pKa - Logaritmo Negativo da Constante de Dissociagio Acida
Proélcool - Programa Nacional do Alcool
RJH - Rotary Jet Head

RNA - Acido ribonucleico

RSH - Rotary Spray Head

SSB - Static Spray Ball

11



UFC - Unidade Formadora de Col6nia

12



Sumario
Introdugéo
Objetivos
Metodologia
Revisdo Bibliografica
4.1 Etanol

4.2 Producéo de Etanol

14
18
19
20
20
23

4.2.1 Mecanismos Bioguimicos da Fermentacdo Alcoodlica pela Levedura Saccharomyces

Cerevisiae

4.2.2 Processo Produtivo do Etanol a Partir da Cana-de-agucar

4.2.3 Modos de Classificacdo dos Processos da Fermentacdo Alcodlica
4.3 Fatores que Afetam a Fermentagdo Alcodlica
4.4 Contaminagdes Bacterianas no Processo Fermentativo
4.5 Métodos Convencionais de Detecgdo e Monitoramento Microbioldgico
4.6 Métodos de Controle de Contaminacdes Bacterianas

4.6.1 Tratamento Acido

4.6.2 Antibidticos

4.6.3 Sistema CIP (Cleaning-in-Place)

Consideracdes Finais

Referéncias

23
26
28
31
34
40
46
46
46
48
57

59

13



1. Introducao

Um dos principais desafios globais consiste na busca por fontes de energia alternativas
ao petroleo. Nesse contexto, o desenvolvimento e a adocdo de combustiveis renovaveis
surgem como estratégias essenciais para reduzir a dependéncia de recursos nao renovaveis e
minimizar os impactos ambientais associados ao uso de derivados do petrdleo (Salvato,
2010). Entre os biocombustiveis disponiveis, o etanol, 0 mais comum atualmente, se destaca
como uma alternativa sustentavel aos combustiveis fdsseis, sendo obtido principalmente a
partir da cana-de-agucar, rica em sacarose, e do milho, fonte de amido (Reis, 2024).

Uma caracteristica vantajosa dos biocombustiveis é a possibilidade de producdo em
diferentes regides do mundo, utilizando matérias-primas locais e tecnologias acessiveis. O
Brasil, por exemplo, é reconhecido pela producdo de etanol a partir da cana-de-agucar, ja 0s
Estados Unidos utilizam predominantemente o milho, assim como o Canada, que faz uso do
milho e do trigo como matérias-primas, enquanto paises como a Malasia e a Indonésia
produzem etanol a partir do 6leo de palma, a Suécia, 0 Reino Unido e a Austria utilizam
madeira para a producdo de combustiveis (Herrera, 2006). Porém, a utilizacdo de diferentes
matérias-primas nos processos fermentativos exige adaptacGes importantes nas condi¢bes
operacionais, incluindo ajustes nutricionais e um controle mais preciso do ambiente de
fermentacéo (Sonego, 2016).

No Brasil, o etanol comecou a receber maior atengéo a partir da primeira crise mundial
do petréleo em 1973, que expds a vulnerabilidade do pais diante da dependéncia energética
externa (Michellon; Santos; Rodrigues, 2008). Como resposta, foi instituido o Programa
Nacional do Alcool (Proalcool) em 1975, criado com o objetivo de reduzir a dependéncia do
pais em relacdo as importacdes do petroleo (Lopes et al., 2016). Antes dessa iniciativa, 0
etanol era considerado apenas um subproduto da inddstria canavieira, sem expressao
significativa no cenario energético nacional.

Apo6s o lancamento do Prodlcool, o setor sucroenergético passou por forte expansao.
Ja na década de 1990, o governo brasileiro iniciou um processo de desregulamentacdo do
setor sucroenergeético, o que incluiu a liberacdo das exportacGes de acglcar e a reducdo da
intervencdo estatal nos precos e na produgdo. Essa abertura promoveu a competitividade
internacional do Brasil, resultando em um expressivo aumento das exportagdes promovendo a
integracdo entre as usinas de acUcar e as destilarias de &lcool, o que impulsionou o
crescimento e a modernizagdo do setor sucroenergético nacional, que se mantém ate os dias
atuais (Dias et al., 2015).
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Com a incorporacdo da geracdo de energia a partir da biomassa, especialmente do
bagaco da cana-de-agucar, 0 setor sucroalcooleiro passou a ser reconhecido como setor
sucroenergético, refletindo a ampliacdo e diversificacdo de seu processo produtivo. Esse
movimento fortaleceu o papel estratégico do setor na matriz energética e na economia
nacional, impulsionado pela capacidade de produzir etanol como biocombustivel e de gerar
bioeletricidade a partir de residuos agroindustriais. Dessa forma, unidades industriais que
antes eram voltadas exclusivamente para a producdo de acUcar passaram a adotar modelos
integrados, incorporando também a producdo de etanol e, posteriormente, a geracdo de
energia elétrica por meio do aproveitamento do bagaco, consolidando a transicdo para um
sistema produtivo mais sustentavel e eficiente (Milanez; Souza; Mancuso, 2017; Silva, 2024).
Essa diversificacdo ampliou a complexidade tecnologica do setor e permitiu sua atuacao
simultanea em mercados complementares, agregando valor a cadeia da cana-de-agucar. Além
disso, novas etapas foram incorporadas ao processo industrial, especialmente no poés-
processamento, reforcando o papel estratégico do setor sucroenergético tanto na matriz
energética quanto no desenvolvimento econémico sustentavel do pais.

Esse fortalecimento estrutural e tecnoldgico contribuiu para consolidar o Brasil como
um dos principais produtores mundiais de etanol, ocupando a segunda posi¢do no cenario
global, atrés apenas dos Estados Unidos (Alternative Fuels Data Center, [s.d.]). A producao
de etanol combustivel fundamenta-se predominantemente na fermentacdo alcodlica, processo
bioquimico em que agucares monossacarideos, como glicose e frutose, sdo metabolizados por
microrganismos, resultando na formagdo de etanol e dioxido de carbono (CO:). Entre os
agentes biolégicos empregados, destacam-se as leveduras do género Saccharomyces,
amplamente utilizadas devido a sua elevada eficiéncia fermentativa e toleréncia as condicdes
industriais.

No contexto industrial, a fermentacdo alcodlica é conduzida sob condicdes
operacionais controladas, com o objetivo de maximizar o rendimento em etanol e garantir a
estabilidade do processo. Para isso, as usinas adotam estratégias tecnoldgicas especificas
voltadas ao reaproveitamento celular, ao controle microbioldgico e a otimizacdo dos ciclos
fermentativos. Nas usinas brasileiras, a producdo de etanol pode ocorrer por meio de
processos continuos, descontinuos (ou em batelada) e em batelada alimentada, nos quais a
reciclagem de leveduras constitui uma pratica recorrente. Essa estratégia permite manter
elevada a densidade celular nas dornas de fermentacdo, favorecendo o desempenho do
processo (Bai; Anderson; Moo-Young, 2008).

Nesse contexto, as destilarias brasileiras utilizam o processo fermentativo Melle-
15



Boinot, que apresenta diversas vantagens, entre elas uma alta produtividade e ciclos rapidos
de fermentacdo, no entanto, trata-se de um processo sensivel a variacdes nas condicdes fisico-
quimicas do meio e a contaminacdo de microrganismos indesejaveis (Ceccato-Antonini,
2022). A eficiéncia fermentativa depende de fatores como temperatura, pH, composi¢do do
mosto e, especialmente, da qualidade microbiol6gica do processo.

Em processos industriais de producdo de etanol, a contaminacdo microbioldgica
constitui um dos principais fatores que comprometem a eficiéncia fermentativa e a
estabilidade operacional. Entre os contaminantes mais recorrentes destacam-se as bactérias
laticas (BAL) e as leveduras selvagens, capazes de competir com a Saccharomyces cerevisiae
pelos agucares disponiveis no mosto, alteram o pH do meio e produzem acidos organicos e
compostos inibitdrios, resultando em perda de rendimento do processo fermentativo, reducao
na viabilidade celular e aumento do custo de producdo (Ceccato-Antonini, 2017).

Dentre os microrganismos contaminantes, as BAL sdo frequentemente apontadas
como as mais problematicas na producdo de etanol, tanto em substratos amilaceos, como o
milho, quanto em matérias-primas sacarinas, como a cana-de-aglcar. Esses microrganismos
podem produzir compostos como &cido latico e &cido acético, que afetam negativamente o
crescimento e a atividade fermentativa das leveduras, podendo, em situacGes mais severas,
levar a queda do desempenho fermentativo e até a interrupc¢éo parcial do processo (Rich et al.,
2015; Rich et al., 2018). Além disso, a presenga crénica desses contaminantes favorece a
formacdo de biofilmes em tanques, tubulacGes e equipamentos, dificultando a higienizacdo e
aumentando os custos operacionais.

A introducdo desses contaminantes no processo industrial pode ocorrer por diferentes
vias, incluindo a matéria-prima vegetal, o solo, a agua utilizada na preparacdo do mosto e 0s
préprios equipamentos envolvidos nas etapas de producdo. Entre as principais estratégias de
controle microbioldgico empregadas na industria destacam-se o tratamento acido da levedura,
a higienizacdo sistematica dos equipamentos e, em determinadas situacdes, 0 uso de agentes
antimicrobianos (Ceccato-Antonini, 2017). Nesse contexto, o sistema Cleaning-In-Place
(CIP) representa uma ferramenta importante de sanitizacdo industrial, pois permite a limpeza
interna de tubulacdes, tanques e demais equipamentos por meio da circulacdo de solugdes
sanitizantes, sem a necessidade de desmontagem dos sistemas (Thomas; Sathian, 2014). Esse
método contribui para a reducdo da carga microbiana, para a prevencdo da formagdo de
biofilmes e para a maior padronizagédo das condicGes operacionais.

Métodos alternativos, como o emprego de produtos naturais com acao bacteriostatica,

bacteriofagos e melhorias no manejo operacional (como controle rigoroso de pH, temperatura
16



e fluxo de reciclo de levedura), vém ganhando destaque como alternativas sustentaveis. A
combinacgdo dessas praticas, aliada ao monitoramento constante da qualidade microbiologica
do mosto e da levedura reciclada, constitui um conjunto estratégico para reduzir perdas,

aumentar o rendimento alcodlico e garantir a estabilidade do processo industrial.

17



2. Objetivos
a) Objetivo Geral

Realizar uma revisdo bibliografica sobre as contaminac@es bacterianas que afetam os

processos fermentativos na producdo de etanol, com énfase no impacto das bactérias laticas

sobre o rendimento e a estabilidade operacional, bem como na importancia dos processos de

higienizacdo industrial para o controle microbioldgico.

b) Objetivos Especificos

Identificar as principais bactérias contaminantes presentes nos processos
fermentativos da producéo de etanol;

Analisar os impactos das bactérias laticas sobre a eficiéncia da fermentagdo
alcoolica e a qualidade do etanol produzido;

Descrever os principais métodos de controle microbiolégico empregados
na industria sucroenergética,;

Avaliar o método Cleaning-In-Place (CIP) como estratégia de higienizacédo
industrial na prevencdo e mitigacdo de contaminac6es bacterianas;

Discutir os principais envolvidos no controle sanitario da fermentacao,
destacando falhas de higienizagéo e condi¢Ges operacionais que favorecem

o desenvolvimento de contaminantes.

18



3. Metodologia

Este trabalho foi desenvolvido por meio de uma pesquisa bibliogréafica, fundamentada na
consulta a artigos cientificos, livros, documentos técnicos e bases de dados eletrénicas. O
levantamento bibliografico foi realizado principalmente na base de dados Web of Science,
sendo complementado por consultas ao Google Scholar, SCIELO e PubMed para obtencao de
trabalhos de acesso aberto e literatura complementar.

Foram utilizados os termos "clean-in-place”, "ethanol”, "fermentation”, "lactic acid
bacteria” e "microbiological control”, empregados de forma isolada e em diferentes
combinacgdes, visando identificar estudos relacionados as contaminacdes bacterianas em
processos fermentativos, aos métodos de controle microbiolégico e as estratégias de
higienizacéo industrial na produgéo de etanol.

Foram priorizados artigos cientificos publicados em periddicos indexados, livros e
documentos técnicos pertinentes ao tema, com énfase em publicacdes recentes, sem excluir
estudos cléssicos considerados fundamentais para a compreensdo dos pProcessos
microbiologicos, fermentativos e de higienizacdo abordados. Os critérios de incluséo
contemplaram trabalhos relacionados a producdo de etanol, contaminacdes por bactérias
laticas, métodos de controle microbioldgico e sistemas Cleaning-In-Place (CIP), sendo

excluidos estudos que nédo apresentavam relacéo direta com o objetivo da pesquisa.

19



4. Revisao Bibliografica

4.1 Etanol

O etanol (C,HsOH), também conhecido como alcool etilico, € um composto organico
pertencente a classe dos alcoois, caracterizado pela presenca do grupo hidroxila (-OH) ligado
a um atomo de carbono. E um liquido incolor, volatil e inflamavel, miscivel em &gua e em
diversos solventes organicos (Bastos, 2007).

O etanol pode ser obtido por dois processos principais: 0 microbioldgico e o quimico.
O processo quimico envolve a hidratacdo do etileno, derivado do petréleo, resultando em
etanol quimicamente idéntico ao de origem fermentativa. JA o processo microbioldgico,
também conhecido como fermentacdo alcodlica, é o mais utilizado no Brasil e se baseia na
conversdao de aglcares em etanol e dioxido de carbono (CO;) por microrganismos,
principalmente a levedura Saccharomyces cerevisiae (Reis, 2011; Ceccato-Antonini, 2022).
Essa rota utiliza matérias-primas agricolas ou residuos vegetais, como a cana-de- agucar, 0
milho e outros substratos ricos em acglcar ou amido (Baptista et al., 2006; Galbe; Zacchi,
2002). No Brasil, a principal matéria-prima utilizada para a producéo de etanol € a cana-de-
acucar, enquanto nos Estados Unidos predominam os processos baseados no milho.

O etanol pode ser produzido por meio da fermentacdo de diversas fontes de agucares,
tanto simples quanto derivados de polissacarideos. Sendo os mais estudados a sacarose, 0
amido e as celuloses.

A sacarose, principal componente na cana-de-aglcar madura, é um dissacarideo de
férmula molecular C1,H,,01;. Sua formagdo ocorre durante a fotossintese, processo no qual a
planta utiliza luz solar, 4gua e di6xido de carbono para produzir agucares (carboidratos) e
oxigénio (Oy). O processo ocorre nos cloroplastos, que contém clorofila, pigmento
responsavel pela captacdo da energia luminosa. A agua e 0s minerais sdo absorvidos pelas
raizes, enquanto o dioxido de carbono é captado pelas folhas, resultando na formacdo de
compostos organicos que servem de fonte de energia para o crescimento vegetal (Lima,

2019). A representacdo do processo da fotossintese pode ser vista na Figura 1.
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Figura 1: Representacdo esquematica do processo da fotossintese.
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Fonte: Do autor (2025).

Ja o amido é um polissacarideo de reserva amplamente distribuido entre as espécies
vegetais, como os cereais, tubérculos, leguminosas e frutas ainda verdes ou imaturas, atuando
como a principal forma de armazenamento de energia. Formado nos plastidios das plantas
superiores, o amido é sintetizado nas folhas durante o dia, se acumulando nos cloroplastos
como uma reserva temporaria de energia. A noite, ele é degradado, liberando agucares
sollveis, principalmente a sacarose, que é transportada pelo floema até os oOrgdos de
armazenamento. Durante o processamento industrial, o amido pode ser hidrolisado
enzimaticamente ou por acidos para gerar aglUcares fermentesciveis, como a glicose e a
maltose, que sdo amplamente utilizados na producdo de etanol. (Denardin; Silva, 2009;
Tester; Karkalas; Qi, 2004).

Por fim, a celulose desempenha papel central na producdo de etanol de segunda
geracdo (E2G), atuando como a principal fonte de aglUcares fermentesciveis provenientes da
biomassa lignoceluldsica. Essa biomassa € composta majoritariamente por celulose,
hemicelulose e lignina (Figura 2). A celulose, em particular, € um polimero de glicose
formado por unidades de monossacarideos ligadas por ligagdes [-1,4-glicosidicas, que

conferem elevada resisténcia estrutural as paredes celulares vegetais. Para a conversdo em
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etanol, essas cadeias precisam ser quebradas por meio de processos de pré-tratamento e
hidrolise enzimatica, liberando glicose que posteriormente € fermentada por microrganismos.
Diferentemente do etanol de primeira geracdo (E1G), que é obtido a partir de acucares
simples ou amido (como a cana-de-aclicar e o milho), o E2G aproveita residuos
agroindustriais como bagaco e palha de cana-de-acucar, permitindo o uso integral da
biomassa vegetal (Santos et al., 2012; Amantes, 2022).

Figura 2: Organizacdo estrutural da biomassa lignocelulésica.
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Fonte: Santos et al. (2012).

A producdo de etanol pode ser realizada por diferentes rotas tecnolégicas, as quais
variam conforme a matéria-prima empregada e as etapas envolvidas no processo industrial.
Nesse contexto, as distingOes entre etanol de primeira e segunda geragdo estdo relacionadas
principalmente aos substratos utilizados e & complexidade do processamento, e néo

necessariamente as caracteristicas fisico-quimicas do produto final.
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De acordo com o teor alcoolico, o etanol pode ser classificado em hidratado ou anidro.
O etanol hidratado apresenta teor alcodlico de aproximadamente 92,6° INPM (Instituto
Nacional de Pesos e Medidas), 0 que corresponde a cerca de 96% v-v'™* de etanol e 4% v-v*
de agua. Esse produto ¢ amplamente utilizado como combustivel em veiculos do tipo flex fuel,
podendo ser empregado de forma direta, sem necessidade de mistura com outros combustiveis
fosseis. Ja o etanol anidro possui teor alcodlico superior a 99,3% v-v', sendo obtido por meio
de processos adicionais de desidratacdo aplicados ao etanol hidratado, como peneiras
moleculares ou destilagdo azeotrdpica. Sua principal aplicacdo é como aditivo a gasolina, em
proporcdes estabelecidas pela legislacdo vigente (Ceccato-Antonini, 2022; Raizen, 2025).
Além da nomenclatura anterior, o etanol também pode ser classificado segundo seu teor
alcoolico, grau de pureza e finalidade de uso. O etanol hidratado industrial, com grau
alcodlico minimo de 94% (m-m™) e baixo teor de impurezas, é empregado na fabricacio de
produtos de limpeza, cosméticos e solventes, enquanto o etanol hidratado neutro, de elevada
pureza obtida por hidrosselecdo e repasse, € destinado as industrias farmacéuticas, cosméticas
e de bebidas. H& ainda versdes especiais, como o etanol hidratado tipo REN e COREIA (24 e
40), voltadas ao mercado internacional e produzidas sob rigorosos padrdes de composi¢do. Ja
o0 etanol anidro, com menos de 1% de agua, pode ser classificado em industrial, utilizado na
formulacéo de tintas, vernizes, aerossois e desinfetantes, ou neutro, destinado a aplicacfes que
exigem maior grau de pureza. Por fim, o etanol aditivado consiste em uma variacdo do etanol
carburante, com aditivos detergentes e dispersantes adicionados que auxiliam na limpeza do
sistema de combustdo, reduzindo o acumulo de residuos e contribuindo para o melhor

desempenho e durabilidade do motor (Raizen, 2025).

4.2 Producéo de Etanol
4.2.1 Mecanismos Bioquimicos da Fermentacdo Alcodlica pela Levedura

Saccharomyces Cerevisiae

A fermentacdo alcodlica constitui uma das etapas fundamentais no processo de
producdo do etanol, sendo responsavel pela conversdo dos agucares fermentesciveis em etanol
e dioxido de carbono, por acdo de microrganismos, principalmente leveduras do género
Saccharomyces. Trata-se de um processo biotecnolégico amplamente utilizado na industria
sucroalcooleira, cuja eficiéncia depende de diversos fatores, como a composi¢do do meio,
variacdo de temperatura nas dornas, valor do pH, concentracdo de etanol, pressdo osmdtica,

concentragdo celular e contaminagdes (Ceccato-Antonini, 2022; Goes-Favoni et al., 2018).
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No Brasil, a principal matéria-prima utilizada para a producdo do etanol é a cana- de-
acucar. A cana-de-aglcar € composta predominantemente por agua, que representa cerca de
80% de sua composicdo, enquanto os sélidos totais correspondem a aproximadamente 20%.
Entre esses solidos, destacam-se os agUcares, principalmente a sacarose (17%), seguida por
pequenas quantidades de glicose (0,4%) e frutose (0,2%), além de pequenas quantidades de
cinzas (Goées-Favoni et al., 2018). Os acucares presentes no caldo da cana-de-aglcar s&o
convertidos em etanol pela levedura Saccharomyces cerevisiae. Esse microrganismo é o mais
utilizado nos processos industriais por possuir uma alta tolerancia ao etanol, uma alta
produtividade e a habilidade de fermentar uma ampla gama de aglcares (Crccato-Antonini,
2022). Essa levedura é classificada como um organismo anaerébio facultativo (Filho, 2021),
capaz de se desenvolver tanto na presenca quanto na auséncia de oxigénio. Em condicbes
aerobicas, utiliza a respiragdo celular para oxidar acucares, convertendo-os em dioxido de
carbono e &gua, para a geracdo de energia. JA& em condi¢des anaerdbicas, altera seu
metabolismo para a fermentacdo alcoolica, na qual agUcares, principalmente a glicose, séo
convertidos em etanol e didxido de carbono, além de subprodutos como &cidos organicos e
glicerol (Gdes-Favoni et al., 2018).

A conversdo da sacarose da cana-de-actcar em etanol e didxido de carbono ocorre por
meio de uma sequéncia de 15 reacfes, cada uma sendo catalisada por uma enzima especifica,
como ilustrado na Figura 3. Inicialmente, a sacarose € hidrolisada em acgucares
fermentesciveis pela acdo da enzima invertase, produzida pela levedura S. cerevisiae,
resultando na formacdo de glicose e frutose. Essa etapa é fundamental, pois apenas
monossacarideos podem ser diretamente metabolizados na via glicolitica, representada pela

Equacdo 1:

C12H22011 + HO — CgH1206 + CsH1206 (1)

Ao final das etapas metabolicas, a fermentacdo alcoolica pode ser representada pela

seguinte estequiometria, representada pela Equacdo 2:

CeH1206+2 ADP + 2 Pj—» 2 CoHsOH +2 CO, + 2 ATP + 2 H,0 (2)

A partir da equacao global apresentada, é possivel determinar o rendimento teérico de

producéo de etanol para diferentes substratos fermentesciveis com base na estequiometria das
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reacOes de hidrélise e fermentacdo. A Tabela 1 apresenta esses valores em percentual de
massa (% m/m), correspondentes a massa tedrica de etanol que pode ser obtida a partir de 100
kg de matéria-prima, considerando a conversdo completa dos carboidratos em etanol e

dioxido de carbono, sem considerar perdas inerentes ao processo industrial.

Tabela 1: Rendimento tedrico de etanol absoluto (% m/m) obtido a partir de diferentes
substratos fermentesciveis.

Materia-prima

Rendimento tedrico de etanol (% m/m)

Glicose, frutose, agucar invertido 51,11
Sacarose, maltose 53,80
Amido 56,79

Fonte: Lima (2019). Adaptado.

Figura 3: Esguema representativo das etapas de conversdo de aglcares a etanol, CO; e
glicerol que ocorrem no citoplasma das células de leveduras.
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Fonte: Acervo do autor e site BioRender, com base em Ceccato-Antonini (2022); Bai,
Anderson, Moo-Young (2008). AbreviacOes: HK: hexoquinase, PGI: fosfoglicose isomerase,
PFK: fosfofrutoquinase-1, FBPA: frutose bifosfato aldolase, TPI: triose fosfato isomerase,
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GAPDH: (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, PGK: fosfoglicerato quinase, PGM:
fosfoglicerato mutase, ENO: enolase, PYK: piruvato quinase, PDC: piruvato descarboxilase,
ADH: élcool desidrogenase, GFD: Glicerol-3-fosfato desidrogenase, GFF: Glicerol-3-fosfato
fosfatase.

4.2.2 Processo Produtivo do Etanol a Partir da Cana-de-acUcar

O processo de producdo de etanol a partir da cana-de-acUcar inicia-se na moagem, que
extrai o caldo rico em sacarose e separa o bagaco, utilizado como biomassa para a caldeira,
contribuindo para a geracdo de vapor e energia elétrica, 0 que garante a autossuficiéncia
energética da usina. Em seguida, o caldo passa por um tratamento quimico com cal e
aquecimento para ajuste de pH e remocdo de impurezas, seguido de filtracdo, que gera a torta
de filtro (aproveitada como fertilizante) e o caldo clarificado. A destinagdo dos fluxos pode
variar conforme o planejamento industrial e condi¢cdes de mercado (Dias et al., 2015).

Na etapa de fermentagéo, o caldo clarificado é conduzido as dornas de fermentacao
(tanques de fermentacdo), onde é misturado as leveduras Saccharomyces cerevisiae. Essas
leveduras metabolizam os agUcares simples (glicose e frutose), formados pela hidrélise da
sacarose através da acdo da enzima invertase, convertendo em etanol e diéxido de carbono. O
produto dessa fase, denominado vinho, € uma mistura que contém etanol, subprodutos da
fermentacdo e leveduras em suspensdo. Apds a fermentacdo, 0 vinho passa por um processo
de deleveduracdo, no qual as células de levedura sdo separadas e recicladas para uso em
novos ciclos fermentativos (Raizen, 2022).

Em seguida, ocorre a destilacdo com o vinho delevedurado, etapa responsavel pela
separagdo do etanol e da &gua, baseada nas diferencas de volatilidade entre os compostos. O
etanol obtido é entdo purificado na retificacéo, resultando no etanol hidratado, que apresenta
teor alcodlico em torno de 92,6°INPM, de acordo com o Instituto Nacional de Pesos e
Medidas (INPM), e é utilizado como combustivel automotivo. Quando ha necessidade de
eliminar completamente a 4gua presente no etanol hidratado, o produto passa por um processo
de desidratagdo obtendo assim o etanol anidro, com teor alcodlico superior a 99,3% INPM,
empregado na mistura com a gasolina. Por fim, o etanol produzido é direcionado para tanques
de armazenamento, onde permanece até ser transportado, por caminhdes, dutos ou ferrovias,
as distribuidoras responsaveis pela sua comercializagdo. Todo esse processo € realizado de
forma integrada ao sistema de producdo de acgucar, garantindo o maximo aproveitamento da
cana-de-aglcar (BNDES, 2008; Ceccato-Antonini, 2022).
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A Figura 4 apresenta, de forma simplificada, as etapas do processo de producéo
integrada do acucar e do etanol a partir da cana-de-aclcar, com destaque para a etapa de
extracdo do caldo por moagem, método amplamente empregado na indUstria sucroenergética
para a separagdo entre a fragdo liquida acucarada e o bagago.

Figura 4: Fluxograma representando o processo de producéo do acgucar e etanol a partir da
cana-de-acucar.
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Fonte: Acervo do autor, com base em BNDES (2008); Ceccato-Antonini (2022).

O monitoramento do processo de producgédo de etanol tem inicio ja na avaliacdo da
matéria-prima, etapa fundamental para assegurar o desempenho fermentativo (CTC, 2005;
Francisco, 2025). Nessa fase, diversos parametros da cana-de-agucar sd@o determinados,
incluindo o teor de sacarose no caldo (POL), a porcentagem em massa de sélidos sollveis
presentes na solucdo de sacarose (Brix) e a relacdo entre sacarose e solidos soltveis (Pureza,
expressa como POL/Brix). Também sdo avaliadas as impurezas minerais sollveis, como terra
e areia, além dos agUcares redutores (AR), representados principalmente por glicose e frutose,

e dos acucares redutores totais (ART). Outro parametro relevante € o agucar total recuperavel
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(ATR), que corresponde a andlise dos acucares disponiveis para fermentacdo. O contetdo de
fibra da cana-de-agUcar tambeém é mensurado, pois pode afetar a eficiéncia da moagem e a
extracdo dos acUcares. Valores elevados de fibra reduzem o ATR, indicando menor
disponibilidade de acgucares, o que influencia diretamente o pagamento da matéria-prima aos
fornecedores (TECNAL, 2025).

Apds essa etapa inicial, procede-se ao preparo do mosto, que é submetido a analises
especificas para garantir que o meio ofereca condicBes adequadas ao metabolismo da
levedura. Entre os parametros avaliados destacam-se novamente a POL e o Brix, além do pH,
que indica a acidez do meio e auxilia no controle do crescimento microbiano e da atividade da
levedura. A acidez total € monitorada em funcéo dos &cidos formados no mosto, enquanto o
ART fornece informaces sobre a disponibilidade de agucares fermentesciveis. Também sdo
analisados o teor de impurezas, que inclui fibras, sais minerais e proteinas, e o conteido de
cinzas, indicador da presenca de materiais minerais ou residuos inorganicos (CTC, 2005;
Francisco, 2025).

Durante a fermentacdo alcoolica, o controle operacional torna-se ainda mais rigoroso,
uma vez que essa é a fase mais sensivel do processo (CTC, 2005; Francisco, 2025). Nesse
estagio, 0 monitoramento continuo envolve parametros como agUcares redutores (AR), pH,
densidade, acidez e teor de etanol produzido, expresso em porcentagem. O acompanhamento
sistematico desses indicadores é essencial para garantir a eficiéncia da conversdo dos agucares

em etanol e a estabilidade do processo fermentativo.

4.2.3 Modos de Classificacdo dos Processos da Fermentacdo Alcodlica

Os processos fermentativos podem ser classificados de acordo com a forma de
alimentacdo dos substratos e a retirada do produto ao longo da operacdo. Entre os principais
tipos utilizados na producdo de etanol estdo os sistemas descontinuo (ou em batelada),
batelada alimentada e continuo, que podem operar com ou sem recirculacdo de células (Lima,
2019).

No processo descontinuo, a levedura é adicionada ao mosto no inicio do ciclo
fermentativo, e a reacdo prossegue até que a producdo de etanol alcance o rendimento
maximo, momento em que o processo € encerrado.

Entre esses processos, 0 processo de batelada alimentada com reciclo de leveduras,
conhecido como método Melle-Boinot, é 0 mais empregado nas destilarias brasileiras (Ferrari,

2013). O meétodo Melle-Boinot, foi patenteado em 1937 por Firmino Boinot da regido de
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Melle, na Franca (Ceccato-Antonini, 2017). Este método se inicia com a inoculacao do pé-de-
cuba nas dornas de fermentacdo ou com o envio do creme de levedura tratado com acido para
essas dornas. O pé-de-cuba consiste em uma mistura inicial de leveduras ativas com o mosto,
utilizada para dar inicio a um novo ciclo fermentativo, ja o creme de levedura tratado com
acido corresponde a biomassa reciclada e desinfectada, preparada para reutilizacdo no
processo. Em seguida, 0 mosto é adicionado aos poucos na dorna de alimentacdo a uma vazao
controlada, evitando o estresse celular causado por choques osméticos (Junior, 2014). A
exposicdo da levedura a choques osméticos provoca uma permeabilizacdo temporaria da
membrana plasmatica, mas permite que sua estrutura e funcionalidade sejam preservadas ao
término do processo (Junior, 2014). O tempo médio de alimentacao das dornas varia entre 4 e
5 horas, enquanto o periodo de finalizagdo da dorna, conhecido como “morte”, pode durar de
4 a 7 horas. Ao final desse periodo, a fermentacdo € considerada concluida quando a maior
parte dos acucares fermentesciveis do mosto é consumida pelas leveduras, resultando na
estabilizacdo da producdo de etanol e na obtencdo de um vinho com teor alcodlico,
geralmente, entre 7 e 10% (v/v) (Ceccato-Antonini, 2017).

Ao término da fermentagcdo, o mosto fermentado, também conhecido como vinho é
encaminhado as centrifugas para separacao das células de leveduras e do vinho delevedurado,
como resultado da centrifugagdo, um creme concentrado de leveduras com 60 a 70% (m-v'™)
de células é obtido. O vinho delevedurado é direcionado as colunas de destilagdo, enquanto o
creme de leveduras concentrado é encaminhado para a diluicdo com &gua e tratamento com
acido sulfarico. Esse tratamento pode variar conforme a unidade produtora, mas geralmente
consiste em uma diluicdo com agua, na proporcdo de 1:1, seguida da adicdo de acido sulfarico
até atingir um pH entre 1,8 e 2,5, por um periodo de uma hora e meia a trés horas. Em
seguida, esse creme concentrado de leveduras é utilizado para reiniciar a fermentacdo na
dorna com um novo mosto (Lopes et al., 2016; Reis, 2011). A principal finalidade de fazer o
tratamento acido do fermento é reduzir a quantidade de contaminantes bacterianos e promover
a desfloculagdo das células de levedura (Ceccato-Antonini, 2022).

Por fim, o sistema continuo de fermentacdo caracteriza-se por ser um processo
realizado de forma ininterrupta, no qual o mosto € continuamente alimentado nas dornas de
fermentacdo. Nesse modelo, o mosto inoculado na primeira dorna é parcialmente fermentado
e, a medida que ocorre o transbordamento, é direcionado para a segunda dorna, que se
mantém sempre cheia. Esse processo se repete sucessivamente até a Ultima dorna, onde a

fermentacdo € concluida e os acUcares residuais sdo totalmente consumidos (Reis, 2011).
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Apdbs essa etapa, o vinho fermentado é enviado para a centrifugacdo, o fermento
separado € entdo submetido a um tratamento &cido. Em seguida, ele é recirculado para a
primeira dorna, reiniciando o ciclo fermentativo juntamente com a nova alimentacdo de
mosto.

Todas as dornas operam de forma simultanea, mantendo um fluxo continuo de
producdo. No entanto, por se tratar de um sistema em operagdo continuo, as dornas nao
podem ser lavadas com frequéncia, o que exige rigoroso controle microbioldgico para evitar
contaminagdes e manter a eficiéncia do processo (CNPEM, 2024).

O esquema simplificado dos processos de fermentacdo em batelada alimentada e em

sistema continuo é apresentado na Figura 5.

Figura 5: (A) Esquema simplificado do processo de fermentacdo Melle-Boinot (batelada
alimentada). (B) Esquema do processo de fermentacdo continua para producéo de alcool.
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Fonte: Reis (2011).

De acordo com Lopes et al. (2016), aproximadamente 83% das unidades produtoras de
etanol no Brasil utilizam o sistema de batelada alimentada, enquanto cerca de 17% das
unidades operam em regime continuo. A predominéncia do processo em batelada alimentada
decorre de suas vantagens operacionais, como maior controle das contaminac@es por bactérias
e leveduras nativas, melhor rendimento fermentativo, regulacdo mais precisa do teor alcodlico
e reducdo de choques osmoticos nas células de levedura. Além disso, esse sistema favorece a
assepsia das dornas e proporciona maior flexibilidade operacional, fatores essenciais para
assegurar a eficiéncia e a qualidade do processo industrial de fermentacédo alcodlica.
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4.3 Fatores que Afetam a Fermentacao Alcoodlica

A eficiéncia da fermentacdo alcodlica depende de diversos fatores fisicos, quimicos e
bioldgicos que influenciam diretamente o metabolismo das leveduras e, consequentemente, o
rendimento em etanol. Entre os principais fatores estdo a temperatura, o pH, a composicao do
mosto, estresse osmotico, concentracdo de etanol e as contaminacfes bacterianas (Ceccato-
Antonini, 2022; Goes-Favoni et al., 2018).

A prépria acumulagdo de etanol no meio fermentativo atua como fator inibitério para
as células fermentadoras. Dorta et al. (2006) cita que a tolerancia da levedura Saccharomyces
cerevisiae ao etanol é restritiva, sendo que concentracdes acima de aproximadamente 10%
(m-v') j& comprometem seu crescimento. Altas concentracdes de etanol podem afetar o
desempenho celular, levando a reducdo da viabilidade e da taxa de crescimento das células e,
consequentemente, da eficiéncia do processo. Esse efeito ocorre porque o etanol consegue se
inserir na bicamada fosfolipidica, principalmente na regido hidrofébica, ocupando espacgos
deixados pelas interacGes entre acidos graxos insaturados e proteinas (Monteiro, 2016; Goes-
Favoni et al., 2018).

A temperatura é também considerada um dos fatores mais importantes no controle da
fermentacdo alcoolica, pois influencia diretamente a atividade enziméatica e o metabolismo
das leveduras. De modo geral, a faixa operacional normalmente empregada na producdo de
etanol situa-se entre 26 e 35°C, entretanto, a temperatura ideal depende da cepa de levedura
utilizada e das condi¢des do processo. Conforme Chieppe Janior (2016), temperaturas muito
elevadas podem enfraquecer as células de Saccharomyces cerevisiae, reduzindo seu
crescimento e favorecendo o surgimento de microrganismos contaminantes, além de causar
perdas de etanol por evaporacao. Ja em temperaturas muito baixas, abaixo de 27°C, a levedura
apresenta uma reducdo tanto na taxa de crescimento quanto na producdo de etanol. Durante o
periodo de safra, em geral, entre 0os meses de abril e outubro/novembro, a temperatura
ambiente tende a aumentar e, como a fermentacdo € um processo exotérmico, a temperatura
nas dornas pode atingir valores proximos de 38°C, tornando necessario o0 uso de trocadores de
calor para manter o sistema em equilibrio térmico.

Entre os diversos parametros que influenciam a fermentacéo alcoodlica, o pH se destaca
por exercer forte impacto sobre a atividade metabodlica das leveduras e o rendimento final em
etanol. Conforme apontam Sousa e Monteiro (2012), a fermentagdo pode ocorrer em uma
faixa ampla de pH, embora os valores ideais para o crescimento da levedura estejam entre 4,0

e 5,0. No entanto, nas condi¢fes industriais, 0 processo costuma iniciar em valores mais
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baixos, entre 2,0 e 3,0, e encerrar entre 3,5 e 4,0. Essa acidez mais elevada ¢ intencional, pois
favorece a eficiéncia fermentativa, reduz a producdo de subprodutos como o glicerol e
dificulta o crescimento de contaminantes bacterianos (Sousa, Monteiro, 2012; Lima, 2019).

Apesar disso, niveis de pH excessivamente baixos, em torno de 2,0, podem
comprometer o desempenho da levedura, ja que facilitam a penetracdo de acidos organicos
ndo ionizados em seu interior, levando a inibigéo celular. Além disso, condi¢fes muito acidas
podem selecionar microrganismos resistentes, como bactérias e leveduras selvagens, o que
afeta negativamente o rendimento do etanol (Dorta et al., 2006). Assim, o controle rigoroso
do pH é fundamental para manter o equilibrio entre o crescimento da levedura e a inibicéo de
contaminantes.

O estresse osmatico se destaca como um dos principais limitantes do crescimento
celular. Esse tipo de estresse ocorre quando h&a uma alta concentracdo de solutos no meio de
cultivo, o que provoca a saida de &gua das células e leva a desidratacdo intracelular. Como
consequéncia, a taxa de crescimento e a produtividade de etanol podem ser significativamente
reduzidas, uma vez que 0s microrganismos direcionam parte de sua energia para mecanismos
de adaptacdo osmética, como a sintese de glicerol e outros solutos compativeis (Junior, 2014).

A composigdo do mosto exerce influéncia direta sobre o desenvolvimento de
contaminantes durante o processo fermentativo, uma vez que o caldo de cana e o melaco,
também conhecido como mel final, apresentam diferencas significativas em suas
caracteristicas quimicas. O caldo de cana, por ser menos concentrado, com maior teor de dgua
e menor quantidade de sais e compostos inibitorios, tende a favorecer o crescimento de
bactérias laticas e outros microrganismos presentes naturalmente na matéria-prima. Ja o
melago, com alta concentracdo de acUcares, elevada osmolaridade e maior teor de minerais,
cria um ambiente mais seletivo, favorecendo microrganismos osméfilos que séo capazes de
sobreviver em altas concentracGes de aclcar, por exemplo, e, a0 mesmo tempo, podendo
causar estresse as leveduras devido a presenca de compostos inibitérios. No entanto, quando
utilizados em conjunto na preparagdo do mosto, o caldo e o melago proporcionam um
equilibrio entre concentracdo de acucares, disponibilidade de nutrientes e osmolaridade,
criando um ambiente mais favoravel ao desempenho fermentativo da levedura e menos
propicio a proliferacdo descontrolada de contaminantes (Amorim, Basso, Lopes, 2009;
Tosetto, 2008).

A presenca de determinados minerais no mosto pode exercer efeitos negativos sobre a
multiplicacdo das leveduras e sobre 0 desempenho fermentativo, seja pela inibicao de enzimas

essenciais ao metabolismo celular, ou seja, pela alteracdo da permeabilidade das membranas
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plasmaticas. Esses ions, quando presentes em concentracfes acima do tolerado pela levedura,
passam a atuar como fatores inibitdrios, comprometendo a integridade celular e reduzindo a
eficiéncia da conversdo dos aclcares em etanol. Os fatores inibitérios podem ser vistos na
Tabela 2.

Além dos minerais, outros compostos também podem exercer acdo inibitéria durante a
fermentacdo, como &cidos organicos, compostos formados na caramelizacdo térmica do
melaco e substancias provenientes da degradacdo da biomassa lignocelulésica. Esses
compostos podem reduzir a viabilidade celular, desacelerar o crescimento da levedura ou
induzir estresse fisioldgico, criando um ambiente favoravel ao surgimento de contaminages e
diminuindo o rendimento fermentativo.

Esses fatores de estresse ndo apenas diminuem o desempenho dos microrganismos
desejados, mas também podem criar condi¢bes favoraveis para a ocorréncia de
contaminagdes. A diminuicdo da atividade das leveduras abre espaco para 0 crescimento de
microrganismos indesejaveis, como bactérias lacticas e fungos contaminantes, que competem
por nutrientes e podem produzir subprodutos que inibem ainda mais a fermentacdo. Dessa

forma, compreender e controlar esses fatores sdo essenciais, ndo apenas para otimizar a

produtividade, mas também para reduzir o risco de contaminacoes.

Tabela 2: Principais compostos com potencial inibitdrio presente no mosto e seus efeitos na

fermentacdo alcodlica.

Inibidor

Origem no Processo

Efeitos na Levedura/Fermentacéo

Acidos organicos (latico,
férmico, acético), Furfural
e HMF

Degradacéo térmica de agucares e/ou
atividade microbiana contaminante

Podem comprometer o desempenho
fermentativo das leveduras, reduzindo a
viabilidade celular e a eficiéncia da
fermentacéo.

Compostos fendlicos

Presentes na matéria-prima vegetal,
especialmente na cana-de-agucar

Em elevadas concentracgdes, podem
comprometer a integridade da parede e da
membrana celular. Em menores
concentracdes, podem interferir na
atividade de enzimas essenciais,
reduzindo a eficiéncia fermentativa.

Aluminio (AI*)

Corrosdo de equipamentos e gua
utilizada no processo

Em pH &cido, pode assumir formas mais
téxicas, reduzindo a viabilidade celular e
as taxas fermentativas.
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Célcio (Ca*")

Natural do caldo e adicionado durante
a clarificacdo com cal

Pode intensificar a floculacao celular,
especialmente na presenca de bactérias
contaminantes, comprometendo o
desempenho fermentativo.

Potassio (K*)

Natural do melaco

Em altas concentragdes, pode afetar o
metabolismo da levedura, reduzindo
rendimento, viabilidade celular e niveis de
trealose.

Sulfito (SO,)

Gerado durante a sulfitacao do caldo
no processo de producdo de agucar

Pode prejudicar o metabolismo da
levedura e reduzir a eficiéncia
fermentativa, apresentando maior

toxicidade em pH baixo.

Fonte: Acervo do autor, com base em Ceccato-Antonini (2022); Goes-Favoni et al. (2018);
Tosetto (2008); Figueiredo, Santos (2000).

4.4 Contaminac0des Bacterianas no Processo Fermentativo

A presenca de bactérias contaminantes representa um desafio recorrente em processos
fermentativos de escala industrial, especialmente na producao de etanol combustivel, onde as
fermentacdes sdo conduzidas com predominancia da levedura S. cerevisiae em condi¢des ndo
estéreis e de cultura pura (Bischoff et al., 2009). A contaminacdo bacteriana ocorre quando
bactérias indesejadas se desenvolvem durante a fermentacdo alcodlica, competindo com a
levedura S. cerevisiae, responsavel por converter os aglcares presentes no caldo da cana-de-
acucar em etanol. Essas bactérias consomem os agucares disponiveis e interferem no processo
bioldgico trazendo efeitos prejudiciais a fermentacdo, como a floculacgdo, a baixa viabilidade
celular e, principalmente, a baixa producéo de etanol (Ceccato-Antonini, 2017).

Nesse contexto, observa-se com frequéncia a presenca de géneros bacterianos como
Bacillus, Lactobacillus, Acetobacter, Clostridium e Leuconostoc no caldo, os quais acentuam
0S prejuizos ao processo por produzirem diversos acidos organicos, incluindo os &cidos
butilico, acético, formico e latico (Prado, 2014).

As contaminagOes bacterianas no processo fermentativo podem atingir concentragcdes
da ordem de 10° a 10° células/mL, sendo frequentemente identificadas pela presenca elevada
de subprodutos metabdlicos, como &cidos organicos, especialmente &cidos laticos e acéticos.
Esses compostos comprometem o desempenho das leveduras, reduzem o crescimento celular

e provocam queda no rendimento fermentativo (Bayrock, Ingledew, 2004). Além disso, tais
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contaminagdes aumentam 0s custos operacionais, exigindo paradas para limpeza, desinfeccao
e ajustes no processo industrial. Em sistemas de grande escala, niveis bacterianos acima de
10® UFC/mL geralmente resultam em diminuicao da eficiéncia, intensificagdo da floculagéo e
necessidade de maior consumo de agentes como &cido sulfurico e antibidticos para controle
(Amorim, Basso, Lopes, 2009; Basso et al., 2014).

As bactérias presentes no ambiente de fermentacdo derivam, em grande parte, da
prépria cana-de-agucar. Um estudo sobre a composicdo das comunidades bacterianas e
fungicas associadas as raizes, caules e folhas dessa planta revelou que a distribuicdo
bacteriana esta fortemente ligada ao 6rgdo vegetal em que se encontram. Nas raizes, foram
identificadas 89 familias bacterianas, das quais 19 corresponderam a aproximadamente 44%
da abundancia relativa total (Souza et al., 2016).

As bactérias produtoras de &cido latico, sdo conhecidas como bactérias laticas ou
bactérias de &cido latico (BAL) e representam o principal grupo responsavel por prejuizos na
fermentacdo alcodlica. Esses microrganismos sdo frequentemente relatados como
contaminantes predominantes em usinas de etanol, com destaque especial para o0 género
Lactobacillus (Lucena et al., 2010; Bonatelli et al.,, 2017). Esses microrganismos
correspondem a maior parte das bactérias gram-positivas presentes no processo, sendo
estimado que aproximadamente 98% das gram-positivas detectadas na fermentacdo sejam
laticas (Gallo, 1990; Bonatelli et al., 2017; Gomes, 2009).

De modo geral, essas bactérias apresentam caracteristicas marcantes, como serem
gram-positivas, anaerobias facultativas, catalase negativas, citocromo e porfirinas ausentes,
ndo esporuladas e possuirem morfologia de cocos ou bastonetes. Quanto ao metabolismo da
glicose, podem ser classificadas em homofermentativas, produtoras majoritarias de acido
latico, e heterofermentativas, que formam &cido latico acompanhado de CO,, etanol, manitol e
acido aceético (Ceccato-Antonini, 2022).

As bacteérias laticas sdo amplamente distribuidas na natureza, podendo ser encontradas
em alimentos como leite, plantas, queijos, iogurtes e bebidas lacteas, onde atuam de forma
benéfica ao converter carboidratos em acido latico, contribuindo para caracteristicas de
conservacéo, sabor e textura (CAarr, Chill, Maida, 2002). Apesar dessa relevancia industrial,
esses microrganismos também podem causar prejuizos em determinados processos, como na
producdo de vinho e outras bebidas, elevando a acidez devido a formag&o de &cidos latico e
acético e interferindo na manutencdo de leveduras viaveis, além de estarem associados a
problemas como as caries nos dentes, através da liberacdo de acido e pela producdo de

glucana (Yokoya, Oliva-Neto, 1991; Ventura, 2007).
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Os efeitos causados pela contaminagdo por esses microrganismos sdo variados, sendo
a producdo de acidos organicos um dos principais. As bactérias Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus plantarum e Lactobacillus vini estdo entre as mais frequentemente associadas
ao fendmeno da floculag&o, conforme pode ser visto na Figura 6 (Yokoya, Oliva-Neto, 1991).
A floculacéo é um processo reversivel e ndo sexual, no qual células, especialmente leveduras
e algumas bactérias, passam a se agrupar, formando flocos que sedimentam mais rapidamente
no ambiente fermentativo. Esse processo pode ser classificado como homotipico, quando
ocorre entre células do mesmo tipo, como entre leveduras, ou heterotipico, quando envolve
células de diferentes tipos, como leveduras e bactérias. No contexto da fermentacao alcodlica,
esse comportamento pode ser favorecido pela presenca de determinadas bactérias, que
produzem uma camada superficial rica em proteinas adesivas, conhecidas como floculinas, de
carater gelatinoso, que favorecem o contato e a unido entre as células de levedura (Gomes,
2009; Yokoya, Oliva-Neto, 1991; Ventura, 2007). Embora o termo floculagcdo seja
amplamente utilizado, o mais adequado seria cofloculacao, também denominado de agregacéo
matua ou floculagdo matua. Isso porque o processo, na pratica industrial, ocorre de forma
heterotipica, envolvendo a interacdo e o agrupamento entre células de espécies diferentes,
como as leveduras e as bactérias contaminantes (Ceccato-Antonini, 2022).

Figura 6: Leveduras e lactobacilos em suspenséo. (A) durante a fermentacédo etanolica
(B) em estado floculado.

Fonte: Ventura (2007). Adaptado.

Além de alterar a dindmica celular no mosto, a presenca desses aglomerados
compromete o desempenho operacional do processo fermentativo, incluindo o prolongamento

do tempo de fermentacdo. Isso ocorre tanto pela sedimentacdo prematura das leveduras no
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fundo das dornas quanto pela reducdo da area efetiva de contato entre as células e o meio,
diminuindo a eficiéncia da conversdo dos acucares em etanol (Gomes, 2009). Entre os fatores
que podem afetar a floculacdo estdo o pH, a temperatura, a presenca de calcio, a composicao
do mosto e o nimero de células de leveduras e bactérias.

A desfloculacdo pode ocorrer em condi¢bes de pH mais &cido, especialmente em
valores inferiores a 3,0, nos quais as interacdes responsaveis pela agregacdo celular séo
enfraquecidas. Por isso, o tratamento acido aplicado durante o processo de producéo de etanol
auxilia na desagregacéo desses flocos. No entanto, quando as leveduras retornam ao ambiente
fermentativo, a floculagdo tende a ocorrer novamente, e de forma rapida, devido ao aumento
do pH e a restauracdo das condi¢cdes que favorecem a adesdo celular. Dessa forma, o
tratamento acido isolado ndo é suficiente, sendo necessario o emprego de outros métodos
antimicrobianos para controlar efetivamente a formacéo de flocos e a contaminagéo associada
(Ludwig, Oliva-Neto, Angelis, 2001; Souza, Mutton, 2004).

Como ja mencionado acima, as bactérias laticas podem utilizar diferentes rotas
metabolicas para converter a glicose durante o processo fermentativo, sendo classificadas em
homofermentativas e heterofermentativas, de acordo com os produtos finais gerados. As
bactérias laticas homofermentativas metabolizam as hexoses, como a glicose e a frutose,
principalmente pela via Embden—Meyerhof-Parnas (EMP), uma rota metabdlica que converte
glicose em piruvato, gerando moléculas de ATP e NADH. Como a fermentacdo alcoodlica
ocorre em condic¢des predominantemente anaerobias, praticamente todo o aglcar é convertido
em &cido latico, com minima formacédo de subprodutos. Basicamente nesta rota metabdlica, 1
mol de hexose é convertido em 2 moles de &cido latico (lactato) e 2 moles de ATP. Esse
processo envolve a clivagem da frutose-1,6-difosfato em duas trioses de trés carbonos, que
sdo posteriormente transformadas em duas moléculas de lactato (Figura 7).

Por outro lado, as bacteérias laticas heterofermentativas fazem uso da via fosfocetolase,
associada ao metabolismo das pentoses fosfato, produzindo multiplos compostos a partir da
mesma molécula de hexose. Nesse tipo de fermentacao, o aglcar é degradado gerando &cido
latico, &cido acético ou etanol, além de manitol, ATP e CO,. Nessa rota metabdlica, as
bactérias oxidam a glicose-6-fosfato em gluconato-6-fosfato, que sofre descarboxilacdo e
posteriormente desdobramento da xilulose-5-fosfato em duas moléculas, sendo o
gliceraldeido-3-fosfato (3C) e o acetil-fosfato (2C). O gliceraldeido-3-fosfato é convertido a
piruvato e depois a lactato, enquanto o acetil-fosfato pode seguir por duas rotas distintas, uma
dando origem ao acetato, produzindo uma molécula de ATP adicional, e a outra em etanol. As

bactérias heterofermentativas seguem uma rota metabolica que resulta na formacdo de NADH
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excedente. Uma das formas de regenerar esse cofator € pela reducéo da frutose e manitol, um
polialcool cuja presenca pode ser utilizada como indicativo de contaminacdo por bactérias

laticas (Figura 7).

Figura 7: Metabolismo das bactérias laticas homofermentativas (Azul) e heterofermentativas

(Vermelho).
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Fonte: Ceccato-Antonini (2022) e Ventura (2007). Adaptado.

Os &cidos acético e latico possuem carater de acidos fracos, apresentando pKa de 4,76
e 3,86, respectivamente, o que faz com que, em condic¢des de pH reduzido, predominem na
forma ndo dissociada. Nessa conformacdo, eles atravessam a membrana plasmatica das
leveduras e alcancam o citoplasma, onde o pH mais proximo da neutralidade promove sua
dissociacdo em protons e anions organicos. Esse acimulo de ions no interior celular reduz o
pH citosélico e interfere em processos fundamentais, como a atividade enzimatica e a sintese
de DNA e RNA (Milanez, Souza, Mancuso, 2017; Ceccato-Antonini, 2022; Ventura, 2007).
Segundo Ceccato-Antonini (2022), o pH intracelular deve se manter constante, sendo assim,
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ocorre 0 transporte dos protons através da membrana por meio da atividade da ATPase,

elevando o consumo de ATP e comprometendo o metabolismo fermentativo (Figura 8).

Figura 8: Representacao do transporte de acido latico do ambiente extracelular para o interior
da levedura, onde ocorre sua dissociacdo em ion lactato.

Nao dissociado
Acido Latico (C;H403)

Lactato (C;HsO5) + H*

Dissociado
WLt
: ADP + P,
Ambiente intracelular v
pH 5.4 ATPase
H+

Ambiente extracelular
pH 2,5

Fonte: Ventura (2007). Adaptado

No ambiente industrial, espécies dos géneros Bacillus e Lactobacillus séo
frequentemente relatadas, incluindo B. coagulans, L. fermentum, L. helveticus, B.
stearothermophilus, L. plantarum, L. animalis e L. buchneri. A elevada incidéncia dessas
bactérias e seu antagonismo sobre as leveduras contribuem diretamente para a queda de
rendimento fermentativo, como discutido por Gallo (1990). Essas bactérias podem aparecer
em diferentes partes do processo, desde a lavoura com a matéria-prima até 0s equipamentos
como as esteiras, tubulacdes, em tanques de sacarificacdo, em dornas, na agua utilizada nos
processos e, principalmente, no mosto. Isto é possivel porque esses microrganismos podem
formar biofilmes, que sdo comunidades microbianas aderidas a superficies e envoltas em uma
matriz de polimeros extracelulares (EPS) que elas mesmas produzem (Figura 9). Essa
estrutura protege 0s microrganismos contra condi¢cBes adversas, como variagfes de
temperatura, pH e presenca de agentes antimicrobianos, tornando-os mais resistentes e
dificultando a sua remocdao durante a higienizacdo do equipamento. Além disso, a presenga de
biofilmes pode levar a contaminacao persistente, ja que sdo continuamente reintroduzidas no
processo, comprometendo a eficiéncia da fermentacédo e a qualidade do produto final (Dellas
et al., 2018; Khatibi et al., 2014).
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Figura 9: Etapas da formacéo de biofilome microbiano.
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Fonte: Acervo do autor e site BioRender, com base em USP (s.d.), 2026.

4.5 Métodos Convencionais de Deteccdo e Monitoramento Microbioldgico

A deteccdo rapida e precisa de contaminag@es microbianas é essencial para garantir a
eficiéncia do processo fermentativo e evitar perdas na producdo de etanol. Como a
fermentacdo ocorre em ambiente ndo estéril, a identificacdo de microrganismos indesejaveis,
sejam bactérias ou leveduras ndo-Saccharomyces, permite intervencdes rapidas, prevenindo
queda no rendimento, floculacdo e alteracdo no perfil fisioldgico da levedura industrial
(Bonatelli, lenczak, Labate, 2019).

No contexto industrial, 0 monitoramento microbiol6gico da fermentacéo € realizado
por diferentes metodologias, que variam desde técnicas simples e de baixo custo até
abordagens mais répidas e sensiveis (Santos, 2022). Entre elas, destacam-se os métodos
convencionais de analise, amplamente utilizados nas usinas por sua rapidez, praticidade e
aplicabilidade na rotina operacional. Apesar de apresentarem limitacdes quanto a qualidade e
a sensibilidade em algumas situacgdes, essas técnicas continuam sendo ferramentas relevantes
para a triagem microbioldgica, a avaliacdo do estado fisiologico da levedura e a identificacéo
de sinais diretos ou indiretos de contaminacdo bacteriana, contribuindo para um maior
controle da fermentacdo e para a eficiéncia da producéo de etanol.

Entre os métodos mais empregados, destaca-se a contagem direta ao microscopio,
amplamente utilizada na avaliagdo da viabilidade celular da levedura. Essa técnica permite

ndo apenas estimar a populacdo de S. cerevisiae, mas também observar simultaneamente a
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presenca de células bacterianas e fungicas, eventos de floculacdo, presenca de brotamentos e a
carga microbiana total da amostra (Santos, 2022).

Quando associada ao uso de corantes, como azul de metileno ou eritrosina B, em
camara de Neubauer (Figura 10), a contagem microscépica se torna ainda mais informativa,
uma vez que possibilita distinguir células vidveis e ndo-vidveis (Bortoli et al., 2013). Esse
recurso fornece informacdes relevantes sobre o estado fisiologico da levedura e o impacto do
ambiente fermentativo sobre sua atividade metabdlica. Além disso, a presenca de células em
brotamento pode ser incluida na avaliacdo da viabilidade celular, enquanto a observacdo de
bastonetes pode indicar, de forma rapida, aumentos na contaminagdo bacteriana ao longo da
fermentacao.

Figura 10: Camara de Neubauer.

Fonte: Santos (2022). Adaptado.

Para complementar as analises microscopicas, o controle da contaminagdo no
processo fermentativo também pode ser realizado por meio do monitoramento da
concentracdo de &cido latico, utilizando-se um lactimetro (Figura 11), o que auxilia no
acompanhamento global das condicdes da fermentacdo (Raizen, 2020). Em muitas situacdes,
0 aumento da acidez est4 associado a atividade metabdlica de bactérias contaminantes,
especialmente as bactérias laticas, que produzem &cidos organicos como subprodutos de seu

crescimento.
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Figura 11: Equipamento lactimetro.

&)

Fonte: HMGDIRECT (2026).

Nesse contexto, a analise por lactimetro pode ser utilizada como um parametro
operacional indireto no monitoramento da contaminacdo durante o processo fermentativo.
Ainda que ndo possibilite a identificacdo especifica do microrganismo presente, essa técnica
permite inferir alteragdes no equilibrio fermentativo a partir do aumento da concentragdo de
acido latico, atuando como um indicativo complementar da intensificacdo da atividade
bacteriana. Entre suas principais vantagens destacam-se a rapidez, a simplicidade e a
facilidade de aplicacgdo, caracteristicas que favorecem seu uso no monitoramento de rotina e
na identificacdo precoce de desvios no comportamento da fermentagdo. Entretanto, essa
abordagem apresenta limitagdes quanto a precisdo analitica, visto que o lactimetro foi
originalmente desenvolvido para a determinacao de lactato em sangue humano, e ndo para a
quantificacdo de &cido latico em amostras provenientes do processo fermentativo da producao
de etanol (Francisco, 2025).

Os contaminantes bacterianos encontrados durante a fermentacdo podem ser
classificados, de acordo com a coloracdo de Gram, em espécies Gram-positivas ou Gram-
negativas. No contexto da fermentacdo alcodlica, essa técnica apresenta utilidade
especialmente na triagem preliminar de contaminantes, uma vez que muitas bactérias
associadas ao processo, como as bactérias laticas, pertencem ao grupo das Gram-positivas
(Carr, Chill, Maida, 2002). Dessa forma, a coloracdo de Gram pode auxiliar na interpretacéo

inicial do perfil microbiolégico da amostra e direcionar anélises complementares.
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Figura 12: Esquema do procedimento da coloracdo de Gram.

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
Cristal violeta Lugol Alcool Safrina
Corante primdrfo adicionado ao o morden;‘s:' talma o c?r adnte O descolorante remove a A contracoloragdo permite a
esfregago da amostra. m’enos 5;’ e, DE'rer nao que coloragdo das paredes das aderéncia do corante as
i;‘jzrzs‘ra as paredes células gram (-). paredes das células gram (-).
Corame/ /
4 ‘l/
i Amostra
1 min 1 min 10 sec 1 min

® Gram (+): Roxo ® Gram (+): Roxo ® Gram (+): Roxo ® Gram (+): Roxo
% Gram (-): Roxo %, Gram (-): Roxo Gram (-): Incolor %, Gram (-): Rosada

Fonte: Acervo do autor e site BioRender, 2025.

As bactérias Gram-positivas possuem uma parede celular espessa composta
principalmente por peptidoglicano, devido a essa caracteristica, durante a coloracdo de Gram,
as bactérias Gram-positivas retém o corante cristal violeta, adquirindo uma coloracdo roxa
(Figura 13 (A)). Por outro lado, as bactérias Gram-negativas possuem uma camada de
peptidoglicano mais fina na parede celular, além de uma membrana externa composta
principalmente por lipopolissacarideo (LPS). Devido a essa fina camada de peptidoglicano,
essas bactérias ndo conseguem reter o corante cristal violeta ap6s a lavagem com etanol e,
qguando submetidas a contracoloracdo com safranina ou fucsina, adquirem coloracéo rosada
(Figura 13 (B)) (Connolly, 1999).
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Figura 13: Estrutura da parede celular das bactérias (A) Gram-positivas e (B) Gram-
negativas.
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Fonte: Reis (2011). Adaptado.

O plagueamento em meios de cultura também é amplamente utilizado como método
convencional de monitoramento microbiolégico por possibilitar o isolamento e a
quantificacdo de microrganismos viaveis presentes na amostra. Essa técnica baseia-se no
principio de que cada coldnia formada corresponde a uma unidade formadora de coldnia
(UFC), originada de uma célula viavel ou de um agrupamento celular (Vieira, Fernandes,
2012). Para a determinagdo da UFC, a amostra é submetida a dilui¢des seriadas, e aliquotas de
cada diluicdo sdo semeadas em placas contendo meio de cultura adequado (Figura 14). Apoés a
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incubacdo, as colbnias desenvolvidas sdo contadas, permitindo estimar o numero de células
viaveis presentes no volume inicial analisado (Santos, 2022). Embora apresente maior
qualidade em relacdo a microscopia direta, especialmente quando associados aos meios
seletivos ou diferenciais, o plagueamento demanda maior tempo de analise, 0 que pode

restringir sua aplicagcdo em decisfes imediatas no contexto industrial.

Figura 14: Esquema do procedimento da diluicdo seriada e plagueamento.

1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL 1.0mL

o . ) M NN

Amostra Original
1:10

1:100 1:1.000 1:10.000 1:100.000 1:1.000.000

| L]

Fonte: Acervo do autor e site BioRender, 2026.

Apesar da ampla aplicacdo, os métodos convencionais apresentam vantagens e
desvantagens. Entre as principais vantagens desses métodos destacam-se 0 baixo custo, a
rapidez, a praticidade e a ampla aplicabilidade no ambiente industrial. Entretanto, sua
execucdo manual pode introduzir variag6es analiticas e tornar os resultados mais suscetiveis a
erros operacionais. Além disso, a técnica apresenta limitagdes relacionadas a baixa
confiabilidade estatistica das estimativas de concentracdo celular, devido ao nimero reduzido
de células avaliadas por andlise, bem como a influéncia de fatores associados a coleta,
preparagdo e processamento das amostras, que podem comprometer a reprodutibilidade dos
resultados (Belini et al., 2017; Santos, 2022).

Ainda assim, esses métodos permanecem altamente relevantes no setor
sucroenergético, especialmente por possibilitarem a deteccao rapida de desvios fermentativos
e favorecerem a adocdo de intervengdes operacionais precoces. Quando analisados em
conjunto com parametros do processo, como a redugédo da viabilidade celular, o aumento da

acidez, a ocorréncia de floculacdo e a diminuicdo do rendimento fermentativo, tornam-se
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ferramentas fundamentais para o controle microbioldgico e para a identificacdo de possiveis
falhas nos procedimentos de higienizacdo. Ademais, a recorréncia desses desvios pode indicar
problemas estruturais, como o acumulo de residuos organicos ou a formacéo de biofilmes em
equipamentos e tubulagGes, evidenciando a importancia da implementacdo de estratégias
preventivas de sanitizagdo, como o sistema CIP (Cleaning-in-Place ou, em portugués,

Limpeza no Local), no controle da contaminacgéo ao longo do processo fermentativo.

4.6 Métodos de Controle de Contaminacdes Bacterianas

Conforme discutido anteriormente no topico 3.2.3 - Modos de Classificacdo dos
Processos da Fermentacdo Alcodlica, o controle das bactérias contaminantes é realizado
principalmente durante o tratamento do fermento entre os ciclos fermentativos. Esse
tratamento constitui um dos métodos convencionais mais importantes para reduzir a carga
microbiana antes de reutilizar a levedura no processo. Nesse contexto, diferentes abordagens
podem ser empregadas, incluindo o tratamento acido, o0 uso de antibidticos e a adocdo de

sistemas de higienizacao industrial, como o CIP.

4.6.1 Tratamento Acido

Entre os procedimentos tradicionalmente empregados, destaca-se 0 uso de acido
sulfarico, que atua como agente bactericida ao promover a reducdo do pH e causar estresse
celular nas bactérias presentes no creme de levedura (Gallo, 1990). Esse tratamento é
amplamente utilizado na industria sucroenergética como etapa de controle microbiol6gico
entre os ciclos fermentativos, uma vez que apresenta maior efeito sobre as bactérias do que
sobre as células de levedura. No entanto, quando submetidas a condi¢cbes mais severas de
acidez, as células de levedura podem ter sua atividade reduzida ou até mesmo sofrer morte
celular (Amorim et al. 2011).

Apesar da sua eficacia na reducdo da carga bacteriana, o tratamento &cido apresenta
limitacBGes, uma vez que sua acdo é predominantemente temporaria e ndo atua diretamente na
eliminacdo das fontes de contaminacdo ao longo do processo (Amorim et al. 2011). Além
disso, sua aplicacdo pode selecionar microrganismos mais tolerantes ao estresse acido e
impactar negativamente a viabilidade da levedura, influenciando o desempenho fermentativo.
4.6.2 Antibioticos

Além da acidificacdo, o uso de antibidticos também é empregado como estratégia de
controle microbiolégico. Os antibidticos sdo compostos de origem natural ou sintética,

produzidos por microrganismos como fungos e bactérias, que apresentam atividade
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bactericida (Prado, 2014). Em processos fermentativos, os antibidticos séo utilizados desde a
década de 1940, com o uso da tirotricina e da polimixina B (Ceccato-Antonini, 2022). Os
antibidticos sdo aplicados, de forma geral, durante a etapa de fermentacdo, diretamente nas
dornas, quando a contaminagdo bacteriana atinge niveis capazes de comprometer o
desempenho do processo fermentativo. Atualmente, essa abordagem é direcionada
principalmente ao controle de bactérias dos géneros Lactobacillus, Leuconostoc e
Pediococcus, que interferem diretamente na fermentacdo alcodlica (Ceccato-Antonini, 2022).

Os antibioticos empregados sdo geralmente moléculas de espectro restrito,
desenvolvidas para atuar principalmente contra bactérias Gram-positivas, que sao
predominantes nesse tipo de contaminacdo. Entre os mais utilizados encontram-se as
penicilinas, tetraciclinas, virginiamicina, monensina e estreptomicina. No caso da penicilina,
sua aplicacédo requer concentraces mais elevadas, devido a sua instabilidade em condicdes de
pH abaixo de 5,0 e é inativa a temperatura de 35°C, condicles essas que ocorrem com
frequéncia no processo de fermentacdo, além de ser considerada a mais vantajosa
economicamente (Bregagnoli, 2006).

Esses compostos atuam inibindo processos essenciais ao metabolismo bacteriano,
como a sintese de parede celular, sintese proteica ou transporte de ions (Prado, 2014). Quando
aplicados adequadamente, pode reduzir de forma rapida a populacdo bacteriana, contribuindo
para a manutencdo da estabilidade do processo fermentativo.

Embora sejam eficientes, os antibidticos apresentam limitagcdes importantes. Seu uso
continuo favorece o surgimento de cepas bacterianas resistentes, reduzindo gradualmente a
eficacia do tratamento e exigindo doses cada vez maiores. Além disso, residuos desses
compostos podem permanecer na biomassa de levedura destinada a alimentacdo animal,
contribuindo para a disseminacao de resisténcia antimicrobiana. Esse fendmeno representa um
problema de salde publica, uma vez que ja foram identificados casos de pessoas com niveis
elevados de resisténcia a diversos antibioticos (Prado, 2014). Por essas razdes, 0 uso de
antibiéticos vem sendo gradualmente substituido ou complementado por estratégias mais
seguras e sustentaveis, como o controle de pH, o tratamento &cido e, principalmente, a ado¢ao
de sistemas de higienizacdo industrial, como o CIP, que atuam de forma preventiva na

reducdo das fontes de contaminacao ao longo do processo fermentativo.
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4.6.3 Sistema CIP (Cleaning-in-Place)
4.6.3.1 Conceito e Importancia do Sistema CIP

O sistema CIP (Cleaning-in-Place ou, em portugués, Limpeza no Local) consiste em
um conjunto de procedimentos de limpeza e higienizacdo realizados sem a necessidade de
desmontagem dos equipamentos e com pouca ou nenhuma intervencdo manual dos
operadores, sendo amplamente utilizado nas industrias de alimentos, bebidas e bioprocessos,
incluindo usinas de etanol. Seu principal objetivo € promover a remogdo de incrustacoes,
residuos organicos e inorganicos e microrganismos das superficies internas de tanques,
tubulacbes, trocadores de calor e demais linhas de processo, garantindo a seguranca
microbioldgica e a eficiéncia operacional. Quando adequadamente aplicado, o CIP possibilita
elevada reducdo da carga microbiana, além da eliminacdo de residuos de agentes de limpeza,
contribuindo para a estabilidade do processo fermentativo (Thomas, Sathian, 2014; Yang,
2018).

Nesse contexto, o sistema CIP apresenta papel fundamental na prevengdo da formagéo
de biofilmes, estruturas que dificultam a acdo de sanitizantes (Thomas, Sathian, 2014). Ao
atuar diretamente na remocdo de residuos aderidos as superficies, o CIP reduz a
disponibilidade de substratos para a fixacdo microbiana, interrompendo etapas iniciais da
formac&o de biofilmes e contribuindo para o controle microbiolégico de forma preventiva.

Historicamente, os primeiros sistemas CIP aplicados na inddstria de alimentos tiveram
origem na década de 1940, sendo aplicado em sistemas de ordenha por tubulacdo, e eram
baseados em ciclos com multiplas etapas quimicas (Seiberling, 2007). Até a década de 1970,
0 processo CIP era composto por trés fases quimicas principais, sendo uma etapa alcalina,
seguida por uma etapa acida e, por fim, uma nova etapa alcalina, intercaladas por etapas de
enxague destinadas a remocao de residuos de produto e agentes de limpeza. Posteriormente,
com o objetivo de reduzir o tempo de processo e 0 consumo de insumos, a etapa alcalina final
deixou de ser aplicada com frequéncia, tornando o processo mais eficiente em termos de
tempo e recursos (Van Asselt et al., 2025).

A partir da década de 1980, foi observado o desenvolvimento de formulacbes
quimicas mais complexas, permitindo a adocao de sistemas de limpeza monofésicos baseados
em detergentes formulados. Essas solugbes, embora mais eficientes em determinadas
aplicacdes, apresentam custo mais elevado quando comparadas ao uso de agentes quimicos
convencionais, como solucdes de hidroxido de sédio e acidos minerais (Van Asselt et al.,
2025).
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4.6.3.2 Etapas do Processo de Limpeza e Agentes Quimicos Utilizados no

Sistema CIP
Embora os protocolos possam variar entre as unidades industriais, um ciclo tipico de

CIP envolve uma sequéncia de etapas interdependentes. Inicialmente, realiza-se o pré-
enxague com agua, geralmente aquecida, com a finalidade de remover residuos soltveis e
preparar as superficies para as etapas subsequentes. Em seguida, realiza-se a limpeza com
detergentes alcalinos, sendo o hidréxido de sddio (NaOH) o agente mais utilizado, devido ao
seu baixo custo e alta eficiéncia na solubilizagdo de compostos organicos, como agucares
caramelizados, proteinas, carboidratos, lipidios e outros materiais aderidos as superficies, ele
é complementado com aditivos para aumentar a sua capacidade de remoc¢édo de incrustacdes
(Bremer, Seale, 2009; Thomas, Sathian, 2014; Yang, 2018). Em alguns casos, agentes
sequestrantes, como o EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-acético), sdo incorporados as
solucBes alcalinas para complexar ions metalicos, como o calcio e 0 magnésio,
potencializando a remocdo de incrustacbes minerais e permitindo a remoc¢do simultanea de
residuos organicos e inorganicos (Muthuraman, Palmer, Flint, 2025a). No entanto, observa-se
uma tendéncia crescente a restricdo do uso de certos compostos, incluindo o EDTA e alguns
surfactantes, devido a potenciais impactos ambientais e riscos associados a sua persisténcia,
ou seja, a capacidade desses compostos de permanecerem no ambiente por longos periodos
sem degradacdo significativa, além da sua toxicidade. De forma complementar, o0s
surfactantes podem ser incorporados a formulagdes alcalinas e acidas, com o objetivo de
evitar a formacdo de espumas. Os surfactantes séo adicionados especialmente em aplicagoes
envolvendo membranas, por aumentarem a solubilizacdo de compostos hidrofébicos e
facilitarem a remocdo de incrustacdes e bioincrustacdes das superficies (Van Asselt et al.,
2025; Rajendran et al., 2025).

Apds a etapa de limpeza alcalina, realiza-se o primeiro enxague intermediario com o
objetivo de remover os residuos da solucdo de limpeza alcalina e evitar reacGes de
neutralizacdo com os agentes utilizados na etapa de limpeza acida. Na sequéncia, procede-se a
limpeza com detergentes acidos, geralmente com acido citrico, fosférico ou nitrico, cuja
funcgdo principal é a remocdo de incrustagdes minerais, como depositos de célcio e magnésio,
além de remover quaisquer vestigios de residuos alcalinos da superficie dos equipamentos.
Em alguns casos, acidos mais fortes, como o sulfarico e o cloridrico, podem ser utilizados de
forma pontual, conforme a necessidade do processo (Thomas, Sathian, 2014; Yang, 2018).

Apos a etapa de limpeza acida, ocorre um segundo enxague intermediario com o

objetivo de remover os residuos da solugéo de limpeza acida e evitar reacGes indesejadas com
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0s agentes utilizados na etapa seguinte. Em seguida, realiza-se a etapa de sanitizagéo,
considerada uma etapa opcional, sendo aplicada quando ha necessidade de um ambiente
estéril ou asseptico para 0s processos subsequentes (Yang, 2018). O principal objetivo € a
reducdo da carga microbiana a niveis seguros, sendo comumente realizada com solugdes
oxidantes, como hipoclorito de sédio, peréxido de hidrogénio, 0zdnio ou &cido peracético, e
solugdes ndo oxidantes a base de surfactantes (Tamime, 2009). Entre esses, o hipoclorito de
sodio se destaca por sua ampla acdo antimicrobiana, no entanto, seu uso deve ser
cuidadosamente controlado devido ao seu potencial corrosivo e a sua toxicidade (Thomas,
Sathian, 2014). J& compostos como 0 acido peracético e o peroxido de hidrogénio apresentam
vantagens adicionais, como menor formacdo de residuos e maior compatibilidade com
processos industriais continuos, ja que ndo se decompdem facilmente em agua e oxigénio
(Thomas, Sathian, 2014; Bremer, Seale, 2009; Yang, 2018). Por fim, é realizado o enxague
final, etapa essencial para a remocdo de residuos quimicos que poderiam interferir
negativamente na atividade da levedura durante a fermentacdo. A Tabela 3 apresenta 0s
principais agentes quimicos empregados nos sistemas CIP na industria de etanol, bem como

suas funcdes e parametros operacionais tipicos.

Tabela 3: Principais produtos quimicos utilizados em sistemas CIP na industria de etanol.

Tipo Produtos Quimicos Parametros de Operacéo Funcéo Principal
Mais Utilizados
Solucdes entre 0,15-1,0%, Remocéo de matéria organica,
Hidroxido de sodio; normalmente a 70-80 °C por 10—-| como acUcares caramelizados,
Detergentes Carbonato de sodio; 30 minutos, dependendo do grau | proteinas, gorduras e biofilmes
Alcalinos Silicato de sodio; de incrustagéo iniciais. A saponificacdo de
Hidrdxido de Potassio gorduras facilita a remocao por
enxague.
Solucdes entre 0,5-1,0%, Remocéo de incrustacdes
Acido nitrico; Acido geralmente a 55-80 °C por 5- minerais, neutralizacdo de
Detergentes | fosforico; Acido citrico; | 20 minutos, conforme o nivel  [residuos alcalinos e dissolugéo de
Acidos Acido sulfarico; Acido de incrustacdo mineral depdsitos inorganicos

cloridrico

Sanitizantes

Hipoclorito de sodio;
Acido peracético;
Peroxido de hidrogénio;
Ozobnio

A concentragdo, temperatura e
tempo variam conforme o
agente quimico e as exigéncias
do processo. Normalmente
aplicados em temperatura
ambiente por 5-20 minutos

Eliminagdo de microrganismos
residuais, incluindo bactérias,
leveduras e esporos; Prevencao
da formacao de biofilmes
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Fonte: Do autor, baseado em Pant et al. (2023); Muthuraman, Palmer, Flint (2025b); Bremer,
Fillery, Mcquillan (2006); Bremer, Seale (2009); Thomas, Sathian (2014).

A selecdo adequada dos agentes quimicos, bem como o controle dos pardmetros
operacionais, é fundamental para a eficiéncia do processo de limpeza e para a prevencao da
formacdo de biofilmes. A duracdo média de um ciclo de limpeza CIP situa-se, em geral, entre
1,5 e 2 horas, variando de acordo com a complexidade do sistema, o grau de incrustacdo e o
tipo de produto processado (Van Asselt et al., 2025). A frequéncia de execugdo do CIP
depende do grau de contaminacdo e das condi¢Oes operacionais, podendo variar de uma
aplicacdo diaria a até trés vezes por semana. Técnicas de acabamento superficial, como o
polimento e o alisamento de superficies em aco inoxidavel, podem reduzir a formacéo de
incrustacdes e biofilmes, diminuindo a frequéncia e a intensidade dos ciclos de limpeza,
embora essa pratica ainda ndo seja amplamente difundida na industria (Tamime, 2009; Holah,
Lelieveld, Gabric, 2016; Van Asselt et al., 2025).

4.6.3.3 Tipos de Sistemas CIP
Apos a definicdo das etapas operacionais, os sistemas CIP podem ser classificados, de

modo geral, em sistemas de uso Unico e sistemas com reutilizacdo das solucdes de limpeza
(Tamime, 2009). Nos sistemas de uso Unico, as solucBes sdo preparadas no momento da
aplicacdo e descartadas ap0s sua passagem pelos equipamentos e tubulagdes. Esse arranjo
reduz o risco de contaminacdo cruzada e a possivel formacdo de esporos, sendo considerado
mais higiénico e operacionalmente flexivel. No entanto, apresenta maior custo operacional
devido ao elevado consumo de agua, energia e produtos quimicos (Tamime, 2009; Yang,
2018).

Por outro lado, os sistemas com reutilizacdo permitem a recuperacgdo parcial ou total
das solucdes de limpeza, que podem ser armazenadas e reutilizadas em ciclos subsequentes.
Nos sistemas de recuperacao parcial, a solucdo é direcionada para tanques intermediarios e
reaproveitada em etapas como pré-enxague ou limpeza inicial. J& nos sistemas de recuperacéo
total, o fluido retorna ao tanque de suprimento, podendo ser reutilizado de forma mais ampla
no processo. Esses sistemas geralmente incluem tanques de armazenamento, circuitos de
recirculacdo e linhas dedicadas, permitindo a higienizacdo simultdnea de diferentes
equipamentos, como tanques e tubulagdes, sem interrupcdes significativas no processo
(Tamime, 2009; Yang, 2018; Hill, 2025).
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Devido a reducdo no consumo de agua, energia e insumos quimicos, 0s sistemas com
reutilizacdo sdo amplamente empregados na industria de alimentos e bioprocessos, incluindo
a producdo de etanol. Em contrapartida, sistemas de uso Unico tendem a ser aplicados em

processos que exigem niveis mais rigorosos de higiene.

Figura 15: Representacdo esquematica de um sistema CIP com reutilizacdo aplicado a
limpeza de um fermentador em ambiente industrial.
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Fonte: Acervo do autor e site BioRender, com base em Yang 2018.

4.6.3.4 Aplicacado do Sistema CIP na Industria de Etanol
Na producdo de etanol, o CIP é empregado em diferentes etapas do processo, com

destagque para 0s equipamentos que apresentam maior acumulo de residuos organicos e maior
suscetibilidade a formacao de biofilmes. Entre os principais pontos de aplicacdo, destacam-se
0s tanques de preparo do mosto, as dornas de fermentacdo, as tubulacGes e linhas de
transferéncia de mosto e vinho, os trocadores de calor, as centrifugas e os tanques de
armazenamento intermediario. A Tabela 4 apresenta os principais pontos de aplicacdo do
sistema CIP ao longo do processo de producgéo de etanol, destacando os tipos de incrustacdes.
Os tipos de incrustagdes variam de 1 a 3, sendo:

e Tipo 1: Baixa incrustacao, predominando os residuos leves e facilmente removiveis;
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e Tipo 2: Incrustagcdo moderada, com presenca de biomassa e inicio de formacgédo de

biofilmes;

e Tipo 3: Incrustacdo severa, com depoésitos minerais fortemente aderidos.

Tabela 4: Principais pontos de aplicagdo do sistema CIP, materiais e tipos de incrustacdes no

processo de producdo de etanol.

Equipamento / Etapa do Materiais de Incrustacao Tipo de Incrustacoes
Processo
Tanques de preparo de mosto Acucares, compostos Tipo 1
organicos, solidos em
suspensao
Dornas de fermentacéo Biomassa de levedura, Tipo 2
bactérias, biofilmes, proteinas
Tubulagdes e linhas de Acucares residuais, células Tipo 2
transferéncia (mosto/vinho) microbianas, biofilmes
Trocadores de calor Sais minerais, compostos Tipo 3
organicos
Centrifugas Leveduras, residuos organicos, Tipo 2
biofilmes
Tanques de armazenamento Residuos de fermentacdo, Tipo 1
intermediario leveduras, compostos
organicos

Fonte: Do autor, baseado em Goode (2012)

As dornas de fermentacdo constituem um dos principais pontos criticos de
contaminacgdo, em funcdo da elevada carga organica, da presenca continua de leveduras e da
possivel proliferacdo de bactérias, favorecendo a formacdo e o acumulo de biofilmes, que
podem comprometer o desempenho fermentativo. De forma semelhante, as tubulagdes e
linhas de transferéncia podem atuar como reservatérios de contaminantes, devido a presenca
de agUcares residuais e microrganismos, contribuindo para a recontaminacdo do sistema. Nos
trocadores de calor, destacam-se as incrustacGes de sais minerais, que reduzem a eficiéncia
térmica, por isso sdo considerados 0s mais criticos. J& as centrifugas apresentam acumulo
moderado de biomassa e residuos, sendo essenciais praticas adequadas de CIP para evitar

contaminagdo cruzada e garantir a estabilidade do processo (Goode, 2012).
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A limpeza dos tanques, especialmente as dornas de fermentacdo, € mais comum nas

industrias de etanol e é frequentemente realizada com o auxilio de dispositivos especificos de

aspersdo, responsaveis por distribuir uniformemente as solucbes de limpeza nas superficies

internas. Existem trés principais dispositivos utilizados, a esfera de pulverizacdo estatica

(SSB, ou em inglés, Static Spray Ball) que operam com alto volume e baixa pressdo. Em

contrapartida, os cabecotes de pulverizagéo rotativo de eixo unico (RSH, ou em inglés, Rotary

Spray Head) promovem a dispersao do fluido por meio de movimento rotacional, aumentando

a area de cobertura. J& os cabecotes de jato rotativo (RJH, ou em inglés, Rotary Jet Head)

utilizam multiplos bicos que giram simultaneamente em torno dos eixos vertical e horizontal,

proporcionando maior energia de impacto e cobertura mais uniforme das superficies internas

dos tanques (Yang, 2018; John Brooks Company, 2026a; John Brooks Company, 2026b).

Tabela 5: Comparacéo entre os dispositivos de limpeza dos tanques utilizados em sistemas
CIP na industria de etanol.

Esfera de Cabecote de Cabecote de Jato
Dispositivo Pulverizacao Estatica Pulverizacao Rotativo
Rotativo de Eixo

Unico

Imagem -
¢

Rotacdo N&o possui rotagao Rotagdo em um eixo Rotacdo em dois eixos

Distribuigéo do Distribuigéo do Limpeza por jatos de
Modo de Atuacédo liquido em pontos liquido por altos impactos

fixos e formacdo de
pelicula descendente

movimento rotacional

direcionados

Impacto Mecanico Baixo Média Alto
Vazéo de Operacéo Alta Media Baixa
Custo Operacional Alto Médio Baixo

54




Tanques pequenos;
baixas incrustacfes
(Tipo 1); menor
exigéncia sanitaria

Tanques de médio
porte; incrustacdes
moderadas (Tipo 2)

Tanques de grande
porte; alta carga
AplicagOes

(Tipo 2 e 3); maior
exigéncia sanitaria

Fonte: Yang (2018); Crane Engineering (2026); John Brooks Company (2026a); John Brooks
Company (2026b). Adaptado.

A eficiéncia da limpeza estd fortemente associada & dindmica dos jatos de liquido.
Durante sua propagacao, os jatos tendem a sofrer instabilidades devido a interagdo com o ar, 0
que pode levar a sua fragmentacdo em goticulas apds determinada distancia (Lin, Reitz,
1998). Dessa forma, a limpeza eficaz dos tanques requer ndo apenas a adequada distribuicéo
do liquido, mas também a geracdo de impacto suficiente para promover a desagregacdo das
incrustacoes.

Portanto, o sistema CIP se destaca por sua atuacdo preventiva no controle da
contaminagcdo microbiolégica, diferentemente de métodos corretivos, como o tratamento
acido e o uso de antibidticos, que atuam predominantemente apds o estabelecimento da
contaminagdo. Para facilitar a comparagdo entre as diferentes estratégias de controle
microbioldgico, apresenta-se, a seguir, a Tabela 6, que resume as principais vantagens e
limitacGes dos métodos convencionais empregados no processo fermentativo, permitindo uma

visualizacdo integrada de sua aplicabilidade e eficiéncia no contexto industrial.

Tabela 6: Resumo das estratégias convencionais para o controle de contaminagdes
bacterianas.

organica, incrustacoes de
sais minerais e biofilmes

Estratégias

Vantagens

Desvantagens

Tratamento acido

Método simples, de baixo custo e
geralmente eficaz na reducéo da
carga bacteriana; quando aplicado
corretamente, ndo compromete
significativamente a viabilidade da
levedura.

Pode oferecer riscos operacionais e a
saude; geracdo de efluentes que
requerem tratamento; ndo atua de
forma preventiva.

Antibidticos

Alta eficécia no controle de bactérias,

especialmente Gram-positivas como

Lactobacillus; acdo répida na reducao
da contaminagéo.

Favorece o surgimento de linhagens

resistentes; possibilidade de residuos

na biomassa destinada a alimentacédo
animal; uso cada vez mais restrito.
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CIP
(Cleaning-in-Place)

Atua de forma preventiva, reduzindo
a carga microbiana e evitando a
formacao de biofilmes; padroniza a
higienizagdo e aumenta a estabilidade
do processo fermentativo.

Requer controle rigoroso dos
parametros operacionais; demanda
maior consumo de agua e produtos

quimicos; pode ser ineficiente se mal
executado.

Fonte: Ceccato-Antonini (2022). Adaptado.

A partir dessa andlise comparativa, torna-se evidente que a adogdo de estratégias

preventivas, como o CIP, contribui de forma mais consistente para a estabilidade do processo

fermentativo, reduzindo a ocorréncia de contaminagdes recorrentes, a dependéncia de

intervencdes corretivas € 0s impactos negativos sobre o desempenho da levedura e o

rendimento em etanol.
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5. Considerag0es Finais

O controle da contaminacdo por bactérias laticas na producédo de etanol representa um
dos principais desafios da indUstria sucroenergética, impactando diretamente o rendimento, a
viabilidade da levedura e o0s custos operacionais. Nesse contexto, 0 monitoramento
microbioldgico torna-se indispensavel, especialmente em ambientes industriais nos quais nao
é possivel manter condi¢des totalmente assepticas. Sua aplicacdo permite a detec¢do precoce
de desvios e a ado¢édo de medidas corretivas e preventivas ao longo do processo.

Embora os métodos convencionais de detec¢do e monitoramento microbioldgico sejam
amplamente utilizados devido ao baixo custo e a praticidade, eles apresentam limitacGes
relacionadas a precisdo, reprodutibilidade e suscetibilidade a erros operacionais, decorrentes
principalmente das etapas manuais envolvidas. Ainda assim, permitem a identificacdo rapida
de desvios no processo fermentativo, contribuindo para intervengdes no tempo certo. Diante
dessas limitacdes, destaca-se a necessidade de incorporacédo de tecnologias mais avancadas de
monitoramento, baseadas em andlises continuas e em tempo real, que proporcionam maior
confiabilidade dos dados, agilidade na tomada de decisdo e melhoria no controle
microbioldgico, contribuindo para a eficiéncia e sustentabilidade do processo.

Os métodos de controle de contaminagdo microbiana, como o tratamento &cido e 0 uso
de antibidticos, embora eficazes na reducdo da carga microbiana, apresentam limitacoes
relevantes. Além de atuarem predominantemente de forma corretiva, podem gerar impactos
ambientais, riscos operacionais e favorecer o desenvolvimento de resisténcia microbiana.

Entre as estratégias disponiveis, o sistema CIP se destaca como uma ferramenta
importante, por permitir a higienizagdo eficiente de equipamentos sem a necessidade de
desmontagem, atuando na remocéo de residuos, incrustagcdes e biofilmes. No entanto, seus
efluentes ndo sdo apenas agua de lavagem, mas contém uma mistura de compostos quimicos
como detergentes, sanitizantes e agentes oxidantes, no qual ocorrem uma variagao extrema de
pH, que podem impactar o desempenho das esta¢des de tratamento de efluentes. Mesmo com
sistemas de equalizacdo, essas cargas podem causar instabilidades no sistema biologico.

Em comparacdo, o tratamento &cido tende a gerar impactos mais intensos, pois gera
efluentes com pH extremamente baixo e alta carga de sais, exigindo corre¢des quimicas
adicionais, maior consumo de insumos e aumento na geragdo de lodo. Ja o uso de antibioticos
é ainda mais critico, pois esses compostos podem entrar no sistema de forma indireta, sendo
parcialmente eliminados por animais e alcangando os efluentes industriais. Sua baixa remogéo

nas estacbes de tratamento pode comprometer a microbiota responsavel pelo tratamento
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bioldgico e contribuir para a disseminacdo da resisténcia antimicrobiana, configurando néo
apenas um impacto ambiental, mas também um risco a saude publica.

Assim, embora o sistema CIP também apresente impactos que exigem controle, estes
tendem a ser menos severos quando comparados a essas alternativas. Quando o CIP é tratado
como parte do processo, e ndo como descarte, a industria ganha eficiéncia operacional,
estabilidade e sustentabilidade real. Dessa forma, seu uso permanece viadvel, desde que
associado a estratégias de monitoramento e gestdo que minimizem seus impactos no
tratamento de efluentes.

Dessa forma, conclui-se que a integracdo entre monitoramento microbioldgico e
praticas adequadas de higienizacdo, com destaque para 0 uso controlado do sistema CIP, é
essencial para o controle eficiente de bactérias laticas na producdo de etanol. Essa abordagem
ndo apenas reduz perdas produtivas e otimiza o processo, mas também contribui para a
sustentabilidade ambiental e para a mitigacdo de impactos sociais, especialmente aqueles
relacionados a resisténcia microbiana e a satde publica. Além disso, reforca a importancia de
investimentos continuos em tecnologias e estratégias que promovam maior seguranca,

eficiéncia e responsabilidade no setor sucroenergético.
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