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RESUMO

O etanol (C2H50H) é uma substancia orgéanica obtida pela fermentagdo de agUcares,
destacando-se como uma alternativa sustentavel devido a sua menor polui¢cdo em comparacao
com combustiveis derivados do petréleo. Além de ser utilizado como combustivel, o etanol tem
aplicacBes na inddstria farmacéutica, em bebidas alcodlicas e como antidoto. Sua produgdo
envolve a fermentacdo alcodlica por microrganismos anaerdbicos, resultando em etanol, gas
carbbnico e energia. A eficiéncia da produgdo de etanol estd diretamente ligada ao controle
adequado da fermentacao, incluindo fatores como concentragédo de agucares, temperatura, pH e
prevencao de contaminacdo bacteriana. O presente estudo visa comparar o uso de antibidticos
naturais (propolis vermelho e residuo de prépolis) e convencionais (terramicina) na producdo
de alcool. Foram utilizados 3 L de caldo de cana, sendo que no caldo tratado com antibioticos
naturais foram adicionados 25g/L de propolis e residuo de propolis, enquanto no caldo tratado
com antibiotico convencional (terramicina) foram utilizadas concentracdes de 2g/L, 4g/L e
8g/L. Os resultados indicaram que tanto o caldo tratado com propolis quanto o caldo com 8g/L
de terramicina foram os mais eficazes em termos de controle da acidez, manutencdo do pH
ideal, teor alcodlico. Sendo assim, o caldo com 8g de terramicina e o caldo com a prépolis
obteve os melhores valores de rendimento com 93,34% e 68,60% respectivamente. Esses
resultados sugerem que o uso de antibi6ticos naturais, como a prépolis, pode ser uma alternativa
viavel e sustentavel para a producdo de etanol, proporcionando beneficios tanto econémicos

guanto ambientais.

Palavras- Chaves: Fermentacdo alcoolica, etanol, levedura, antibidtico natural, antibiotico
convencional.



ABSTRACT

Ethanol (C2H50H) is an organic substance obtained by the fermentation of sugars, standing
out as a sustainable alternative due to its lower pollution compared to petroleum-derived fuels.
In addition to being used as a fuel, ethanol has applications in the pharmaceutical industry, in
alcoholic beverages and as an antidote. Its production involves alcoholic fermentation by
anaerobic microorganisms, resulting in ethanol, carbon dioxide and energy. The efficiency of
ethanol production is directly linked to adequate fermentation control, including factors such
as sugar concentration, temperature, pH and prevention of bacterial contamination. The present
study aims to compare the use of natural antibiotics (red propolis and propolis residue) and
conventional antibiotics (terramycin) in alcohol production. 3 L of sugarcane juice was used,
and in the juice treated with natural antibiotics, 25g/L of propolis and propolis residue were
added, while in the juice treated with conventional antibiotics (terramycin) concentrations of
29/L, 4g/L were used. and 8g/L. The results indicated that both the broth treated with propolis
and the broth with 8g/L of terramycin were the most effective in terms of controlling acidity,
maintaining the ideal pH, alcoholic contente. Therefore, the broth with 8g of terramycin and
the broth with propolis obtained the best yield values with 93.34% and 68.60% respectively.
These results suggest that the use of natural antibiotics, such as propolis, can be a viable and
sustainable alternative for ethanol production, providing both economic and environmental

benefits.

Keywords: Alcoholic fermentation, ethanol, yeast, natural antibiotic, conventional antibiotic.
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1 INTRODUCAO

O etanol ¢ um exemplo de energia renovavel presente no dia a dia da populacdo mundial,
iSSo porque proporciona mais performance ao motor e possui apelo ambiental positivo (FEY,
2016). O etanol derivado da cana de agUcar contribui para a qualidade do ar com menor poluicéo
e a consequente reducdo da incidéncia de doencas respiratorias entre a populagéo, se comparado
com os combustiveis derivados do petréleo. Apesar da gasolina ter um maior rendimento,
muitas vezes o alcool tem o melhor custo beneficio e proporciona ao motorista mais poténcia e
torque no motor devido a sua composigéo.

O etanol de cana pode ser utilizado para gerar subprodutos: industrial (fabricacdo de
detergentes, produtos de limpeza, téxteis e solventes); cosméticos (fabricacdo de perfumes,
desodorantes, cremes e produtos de higiene em geral); alimenticio e farmacéuticos (fabricacao
de bebidas, vinagre, vacinas, antibidticos e antissépticos) (RAIZEN, 2022). Para aumentar o
consumo do etanol nos proximos anos com vistas ao desenvolvimento de uma industria
competitiva, principalmente nos paises desenvolvidos, sera necessaria uma elevacao efetiva de
sua producdo. Além disso, é importante o estimulo a pesquisa visando o desenvolvimento de
novas rotas tecnologicas de producéo do etanol, com base na utilizagdo de biomassa celulésica.

A produtividade esta relacionada com o rendimento da fermentacéo alcodlica, no qual,
deve ser efetuado um balanco material e energético, além do proprio balango econdmico.
Quanto mais completo o balanco material, considerando todos os insumos e exumos materiais,
mais efetivo serd o controle do processo, permitindo uma melhor fiscalizacdo de sua
economicidade (PACHECO, 2010).

A contaminacdo bacteriana é apontada como o maior problema para o processo de
fermentacdo, no qual, influencia diretamente na viabilidade da levedura, reduzindo o pH do
mosto fermentado e prejudicando a taxa de consumo da glicose por parte da levedura.
(LAGO,2022). Por isso, é de suma importancia durante o processo fermentativo valores de pH
menores, ou seja, mais &cido pois, ndo afetam a atividade celular das leveduras, tornando-se um
importante aliado no controle de contaminagfes industriais (AMARAL, T.M, 2022). Dessa
maneira, as fermentacGes alcodlicas conduzidas em meio acidos, demonstram resultados
superiores em relacdo ao rendimento em etanol, pelo fato de reduzir o crescimento do fermento,
e, portanto, a reducdo da producéo de glicerol. (SOUSA; MONTEIRO, 2011).

Sendo assim, este trabalho tem como objetivo determinar o rendimento do processo de

fermentagdo em batelada a partir do caldo de cana-de-agucar em funcdo do fermento e da razéo
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de infeccdo a partir do controle das bactérias contaminantes da fermentacdo alcoolica com o

antibioético natural e convencional.
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2 OBJETIVOS
2.1  Objetivo Geral

Comparar 0 uso do antibiotico natural (propolis vermelho e residuo de propolis) e

convencional (terramicina) para a producéo de alcool.

2.2  Objetivos Especificos

o Comparar a eficiéncia do biocida natural com a do biocida convencional durante a
fermentacdo alcoolica em relagdo ao rendimento;

o Avaliar o uso do antibidtico do tipo terramicina em funcdo da razdo de infeccdo na
fermentacao;

o Avaliar o uso do antibidtico natural em funcédo da razéo de infeccdo na fermentacéo.

o Comparar o teor alcodlico apds o uso do antibiético natural e convencional
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Proalcool

No ano de 1975, foi criado o Programa Nacional do Alcool ou Proalcool pelo decreto
n° 76.593, com o objetivo de ampliar a matriz energética brasileira em funcdo de recursos
renovaveis e limpos, incentivando a producdo de bioetanol para os mercados internos e
externos. O programa concentrou-se em retomar a producéo de bioetanol anidro, o qual passou
a ser misturado a gasolina em teor de 10 a 25% e 0s carros passaram a ser abastecidos com o
bioetanol hidratado. O grande sucesso resultou, em 1985, onde cerca de 96% dos automoveis
foram vendidos com motor a bioetanol hidratado, promovendo a maior frota automotiva
mundial movida com um biocombustivel (SILVA; MIGOT; SILVA, 2019).

O término do Proalcool em 1988, aconteceu com uma ideia, dentre outras varias que
surgiram na época, de que o petréleo seria um recurso infinito, fazendo com que o preco da
gasolina se estabilizasse no mercado internacional. A partir disso, aumentou o interesse do
mundo em combustiveis alternativos, além de autossuficiéncia energética, vislumbrando-se um
futuro sustentavel (MANFRED NITSCH, 2023) Em resposta, os engenheiros desenvolveram
motores capazes de funcionar tanto a gasolina quanto com bioetanol, protegendo das oscilagdes
dos precos que ambos estdo sujeitos. Sendo assim, no contexto da producdo de bioetanol,
destaca-se o tratamento do caldo para a fermentacdo como um passo crucial, marcando uma

transicdo significativa para fontes de energia mais ecoldgicas e eficientes.

3.2 Tratamento do caldo para a fermentacao

O tratamento do caldo tem os seguintes objetivos: eliminar a maior parte das impurezas
grosseiras (bagacilho, areia); maxima eliminacdo de particulas coloidais, responsaveis pela
maior formacéo de espumas e também por dificultarem a recuperacdo do fermento; preservacao
de nutrientes, vitaminas, acuUcares, fosfatos, sais minerais, aminoacidos livres que sao
necessarios ao metabolismo das leveduras e minimizagdo dos contaminantes microbianos, 0s
quais competem com as leveduras pelo substrato e podem produzir metabdlitos indesejaveis,
diminuindo a eficiéncia e a viabilidade do fermento (ALCARDE, 2022). Objetivando melhorar

0 mosto a ser fermentado, é feita a filtragem de bagacilhos, ricos em substancias pécticas
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possuindo unidades metoxilas, que quando liberadas pelas enzimas das leveduras
fermentativas, dao origem ao metanol, produto indesejavel (RIBEIRO,2016).

Os processos do tratamento do caldo para a producdo do alcool envolvem:
peneiramento, calagem, aquecimento, decantagéo, concentracao e resfriamento. Na peneiragem
ocorre a remocao do bagacilho, em seguida adiciona-se o leite de cal que através de reacdes
quimicas entre fosfatos dissolvidos na matéria prima resultam na coagulacdo dos materiais
presentes, formando precipitado insoltvel que adsorve e arrasta as impurezas, tais como acidos
e compostos fendlicos (ALBUQUERQUE, 2011). Além disso, o pH deve ser controlado, pois,
quanto mais se aproxima de sete, maior € a remocao de nutrientes do caldo e o excesso de cal
pode afetar o crescimento da levedura em cultura (ALCARDE, A.R, 2022).

O aquecimento consiste em elevar a temperatura do caldo entre 103°C e 105°C, depois
o caldo € levado para a proxima etapa, decantacdo (JACOB, A.B; CAMPOS, R.T; 2023). A
decantacdo visa a separacdo, de impurezas com minima remocado de nutrientes e € conduzida
em menor intensidade na clarificacdo do caldo, por conta do tempo de retencdo do caldo no
decantador, que gira em torno de trés horas. A concentracdo do caldo para a producédo e
armazenamento de xarope é uma das operag0es que serve como estratégia tanto para a elevagao
do teor de acuUcar total do mosto, com consequente aumento do teor alcodlico, quanto para
garantia da continuidade do processo fermentativo em paradas de moagem (ALCARDE, 2022).
A temperatura do caldo que alimenta a dorna é um fator importante no rendimento da
fermentacdo. Sendo assim, o caldo proveniente do tratamento deve ser resfriado a temperaturas

convenientes por um equipamento adicional antes de ser direcionado a alimentag&o das dornas.

3.2 Leveduras

As leveduras sdo células eucarioticas unicelulares contendo nucleo, mitocéndria,
aparelho de Golgi, vesiculas de secrecdo, reticulo endoplasmatico, vacutolos, ribossomos,
membrana plasmatica, periplasma, parede celular e outras organelas. Tais microorganismos séo
usados como modelo em estudo de células eucaridticas em geral, pois eles apresentam
caracteristicas estruturais e funcionais de eucariotos superiores. No entanto, uma célula animal
ndo apresenta parede celular rigida como a levedura (SILVA, 2010). A maioria das leveduras
pertence a ordem Saccharoycetales, da classe dos Ascomycetes. Entre as 350 espécies
conhecidas de leveduras, a mais comum usado no processo de fermentacdo para produzir o

alcool é a Saccharomyces cerevisae. (EMBRAPA, 2023).
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3.4 Metabolismo das leveduras

As leveduras utilizam o oxigénio presente no mosto no inicio do processo fermentativo
para a producdo de esterdis e acidos graxos insaturados. Elas metabolizam mais de 90% dos
acUcares por via fermentativa e o restante é utilizado no crescimento celular (FIGUEIRA, R.
2021).

A reacdo global da fermentacéo, em que a glicose é convertida em etanol é dada por:

CoHy,04 + 2ADP — C,HsOH + CO, + 2H,0 + 2ATP (1)

O objetivo da levedura ao metabolizar anaerobicamente a glicose, é produzir a molécula
energética ATP. A transformacdo de glicose em etanol envolve 12 reacGes em sequéncia
ordenada, cada uma catalisada por uma enzima especifica. Estas reacGes, sofrem a acdo de
diversos fatores como nutrientes, minerais, pH, temperatura, entre outros e ocorrem a nivel de
citoplasma, logo, € nessa regido da célula que o etanol é produzido (SILVA, 2010).

Uma molécula de glicose é convertida a duas outras de &cido pirdvico atraves da
glicolise que consiste em uma sequéncia de 10 rea¢des enzimaticas, conforme Figura 1. O acido
piravico pode ser utilizado no processo respiratorio ou fermentativo. No processo fermentativo,
duas enzimas sdo de fundamental importancia para a producdo de etanol: a enzima piruvato
descarboxilase que contém um atomo de magnésio e catalisa a reacdo em que o acido pirdavico
é descarboxilado a aldeido. Por outro lado, a enzima alcool desidrogenase, que contém um
atomo de zinco, é responsavel pela conversdo do aldeido ao etanol (SILVA, 2010).

Figura 1: :Sequéncia das reagdes enzimaticas de conversdo da glicose a etanol.

GLICOLISE
)
P)OCH
HOCH, PJOCH; 2] R
ATP c=0
P om Z _ HaCOH P OCH, O.  H,COE H,COH 2 NAD* = 4
'
HO 1
'
!
H OH HC=0 '
Glicose E HC-OH. F :
H,COP ® !
~ 2®,
o 2 O 2 o 2 o 2 !
0=C 10 0=C 9 0=C 8 0=C 7 o=C—0of@ :
o=C 4% 0-C ¢ 0-C <% - > '
) <= r po-C P)O-C OHCFTOHCH ,
CH CH, HO—CH, B)O—CH, P)OCH, '
Piruvato 2 ATP 1 H G 2ATP +2NADH: ==~~~ '
/yZIa;la(u
stagio 2 Piruvat . N
'] ruvato 1’ 13
2 etanol + 2 CO,

Fonte: MADIGAN, M. T, 2016
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Na fermentacdo alcodlica, juntamente com a producdo de etanol e de biomassa, as
leveduras produzem subprodutos de interesse metabolico como glicerol, acidos organicos,

alcoois superiores, acetaldeido, entre outros.

3.5 Nutricdo das leveduras

As leveduras sdo compostas principalmente de C, H, O, N, S e P presentes em
macromoléculas (proteinas, polissacarideos, acidos nucléicos e lipidios), junto com ions
inorganicos (K*, Mg?*, entre outros) e elementos tragco que desempenham papel estrutural e
funcional no metabolismo celular. Além disso, a levedura necessita ainda de fatores de
crescimento como vitaminas, purinas e pirimidinas, nucleosideos e nucleotideos, aminoacidos,
acidos graxos e esterdis. Quando uma espécie de levedura necessita de um fator de crescimento
e ndo ocorre a adi¢do deste fator ao meio de cultura, entdo ocorre um crescimento pobre e
diminuicao da velocidade dos processos metabolicos. Em geral, s@o utilizadas vitaminas como
a biotina, &cido pantoténico, acido nicotinico (na forma de nicotinamida), tiamina e vitamina B
(SILVA, 2010).

3.6. Processo fermentativo

A fermentacdo alcoolica é um processo anaerdbico que ocorre pela transformacéo de
acucares em alcool etilico (C,H0), e didxido de carbono (CO,), catalisado por enzimas. Este
processo é executado principalmente por leveduras, em nivel citoplasmatico, tendo como
objetivo a producdo de energia, na forma de ATP, que sera empregada nas funces fisiologicas
e ainda para o crescimento e reproducdo do micro-organismo (FAVONI, et.al, 2018). A
fermentagdo ocorre em trés fases: fase preliminar ou pré-fermentacéo, fase de fermentagéo
principal e tumultuosa, fase de fermentacdo complementar ou pés-fermentacéo.

A fase preliminar inicia-se, quando o substrato é acrescentado junto as células. Nesta
fase, a multiplicacdo celular € intensa, e o acucar consumido é usado na reproducdo.
Caracteriza-se por uma pequena elevacdo da temperatura e baixo desprendimento de CO0,, cuja
duracdo depende das caracteristicas do sistema de fermentacao, e pode ser reduzida quando se
emprega elevada concentracdo de células ou pela adicdo de células em um meio

nutricionalmente mais rico que o original (LIMA, et.al, 2001).
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Na fase tumultuosa, inicia-se com o desprendimento intenso de didxido de carbono, que
faz com que o mosto se agite como em ebulicdo, formando espuma. Durante esta fase ha
aumento da temperatura que é corrigida através de trocadores de calor. A duracdo desta fase €
evidenciada pela diminuicdo do desprendimento de C0O, (VENTURINI, 2010). Na fase
complementar, o desprendimento de gas carbdnico diminui sensivelmente e o liquido ascenta
na dorna fermentativa, a temperatura abaixa e ha reducao abrupta no teor de agucares do meio,
completando o processo em torno de 8 horas durante a safra (PASCHOALINI et al., 2009).

Os nutrientes sdo importantissimos para desenvolver a fermentacdo, afetam inclusive a
velocidade e multiplicacdo da levedura. A concentracdo adequada de nutrientes do mosto é
extremante importante, pois em quantidades insuficientes ou exageradas, pode ter resultados
negativos sobre o processo fermentativo como um todo. E a falta de nutrientes, é uma fungédo
especifica no metabolismo celular, no qual, compromete o metabolismo e consequentemente a
eficiéncia de fermentacdo (PEREIRA; et.al, 2021).

Para a fermentacéo ser completa e ter um bom rendimento € necessario que os teores de
(ART) no mosto, sejam superiores a agucares, em torno de 12%. Mostos muito diluidos geram
fermentacOes mais rapidas, resultando em menor teor alcoolico do vinho, maior consumo de
agua diluicdo e facilidade de contaminacéo do mosto. No entanto, na utilizacdo de mostos muito
concentrados as fermentacdes sdo incompletas e demoradas, acarretando a perda do agucar e

menores rendimentos na destilagcdo (RIBEIRO, 2016).

3.7. Fatores que afetam a fermentacéo

Diversos fatores afetam a fermentacdo como, fendmenos fisicos (temperatura, pressao
osmotica), quimicos (pH, oxigenacdo, nutrientes minerais e organicos, inibidores) e o0s
fendmenos microbioldgicos (espécie, linhagem e concentracdo de levedura, contaminacao
bacteriana). Todos esses fatores tém impacto diretamente no rendimento da fermentacéo e,

também, na eficiéncia da conversao do aglcar em etanol (REIS; RIBEIRO, 2009).

3.7.1. Temperatura

As temperaturas 6timas para a producdo industrial de etanol situam-se na faixa de 26 a
35°C. A medida que a temperatura aumenta, aumenta a velocidade da fermentagdo, mas

favorece a contaminacdo bacteriana, a0 mesmo tempo que a levedura fica mais sensivel a



20

toxidez do etanol. Por outro lado, temperaturas elevadas permitem maior perda de etanol por

evaporacdo em dornas abertas.

3.7.2. pH

As fermentacdes se desenvolvem numa ampla faixa de valores de pH, sendo adequada
entre 4 e 5. A fermentacdo alcoolica inicia com valores de pH baixos, finalizando com valores
de 3,5a4,0. FermentacGes conduzidas em meios mais acidos resultam em maiores rendimentos
em etanol, pelo fato de restringir o crescimento do fermento, com a consequente reducdo da
producdo de glicerol, a0 mesmo tempo que reduz a contaminagdo bacteriana. Entretanto,
fermentagdes alcoolicas desenvolvem-se bem em niveis mais elevados, em substratos de alto
poder tampdo, como 0s melagos, em pH 5,8/5,9. Os caldos de cana fermentam sem correcdo da
acidez, em pH natural que varia de 5,2 a 6,8. Pelo descrito, a tolerancia a acidez ¢ uma

caracteristica importante para as leveduras industriais.

3.7.3 Inibidores da fermentagéo

O processo fermentativo pode ser inibido ndo sé pelos seus préprios produtos como o
etanol, como por diferentes sustancias que podem estar presentes nos mostos. Assim, alguns
minerais como potassio e calcio podem se apresentar em quantidades excessivas, que acarretam
efeitos negativos a fermentacdo, quando se emprega elevada propor¢do de melaco. A sulfitacdo
do caldo de cana para a sua clarificacdo pode resultar em melagos com elevados teores de
sulfito, que pode acarretar efeitos toxicos a levedura comprometendo a fermentacdo, bem como

aumentar a acidez do alcool obtido.

3.7.4. Concentracao de agUcares

Aumentando-se a concentracao de agucares, aumenta-se a velocidade de fermentacao,
a produtividade e, dentro de certos limites, acarreta-se menor crescimento do fermento e menor
formacdo de glicerol por unidade de substrato processado. Porém, elevados teores de agucar
acarretam um estresse osmatico da levedura, de tal sorte que existe, dependendo do processo

de fermentacdo, uma faixa de concentracdo considerada ideal (LIMA, U.A, et al, 2001).
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3.7.5. Concentracdo de indculo

Maiores concentracdes de leveduras na dorna permitem fermentagdes mais rapidas, com
maior produtividade e com maior controle sobre as bactérias contaminantes, além de restringir
crescimento da propria levedura. Por outro lado, elevado teor de levedura exige energia de
manutencdo maior, isto €, maior consumo de acgucar para manter células vivas. Como
consequéncia, resulta em maior competicdo pelos nutrientes do meio, minerais e vitaminas,
diminuindo a viabilidade do fermento (LIMA, U.A, et al, 2001). Sendo assim, existe um teor

6timo de levedura na dorna, dependendo das condi¢Bes do processo industrial.

3.7.6. Contaminagéo bacteriana

Pela dimensao da fermentacdo industrial, o processo ndo é conduzido em condicdes de
completa assepsia, a contaminacao bacteriana, principalmente de Lactobacillus e Bacillus, esta
sempre presente e, dependendo de sua intensidade, compromete o rendimento do processo
fermentativo. As altas temperaturas de fermentagéo favorecem a contaminacdo bacteriana, o
aumento do tempo de fermentacéo e o estresse da levedura. A contaminacgéo bacteriana associa-
se ao aumento da formacdo de &cido lactico e, embora ndo haja uma confirmacéo definitiva
sobre as causas da floculagéo da levedura. (CAMILI, E.A, 2010).

3.7.7. Antissépticos

No Brasil ndo é comum esterilizarem os mostos das destilarias de alcool e de
aguardente. Quando se faz a clarificacdo do caldo por aquecimento, ha uma reducdo dos
microorganismos, mas ndo é uma esterilizacao, pois apo6s a clarificacdo, o meio é resfriado e
colocado em dornas sem o0s cuidados necessarios para manter um ambiente livre de
microorganismos. As contamina¢6es encontram um caminho aberto. Para controlar o problema
das contaminacdes, é aconselhado o uso de antissepticos, capazes de criar ambiente favoravel
ao desenvolvimento das leveduras e desfavoravel a outros microorganismos. Cada antissépticos
atua de uma forma diferente, agindo sobre um ou mais grupos de microorganismos. Alguns
agem favoravelmente as leveduras, ao mesmo tempo que inibem a outros microorganismos
(LIMA, U.A, et al, 2001).

3.8. Antibidticos Convencionais
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Antibioticos sdo substdncias produzidas que inibem o crescimento de bactérias,
causando sua destruicdo. Eles podem ser produzidos por processos de sintese quimica ou por
culturas microbianas posteriormente modificadas quimicamente (JUNIOR, R.O.S; et.al, 2023).
As primeiras substancias descobertas eram produzidas por fungos, como a penicilina.
Atualmente, existem também antibi6ticos sintetizados ou alterados em laborat6rios
farmacéuticos para evitar resisténcias e diminuir efeitos colaterais

Da mesma razdo que se empregam 0s antissépticos, usam-se 0s antibidticos nas
fermentagdes industriais para a producéo de etanol. O antibiotico é usado normalmente para se
referir a algum agente antimicrobiano sintético, semissintético ou natural, que seja efetivo em
baixas concentracdes. Para ser efetivo, um antibidtico precisa alcancar o seu alvo, matando o
micro-organismo (biocida) ou impedindo seu crescimento e reproducdo (SINGLETO e
SAINSBURY, 2006). Os antibiéticos sao produtos metabolitos secundarios produzidos por
microrganismos, geralmente mofos e bactérias do género Streptomyces, Bacillus e
Paenibacillus spp. Alguns antibiéticos também podem ser produzidos usando manipulacdo
quimica parcial ou completa, tais como a fosfomicina, entre outros (LEITE, 2011).

Desde a descoberta da penicilina, varios outros antibioticos foram desenvolvidos e
introduzidos no mercado. Esses antibidticos tinham um objetivo em comum, matar bactérias.
Para isso, utilizavam de diferentes rotas, ou seja, atacavam de diferentes maneiras.

Os principais alvos dos antibioticos sdo parede celular, ribossomos, replicacdo do DNA,
sintese de RNA e enzimas especificas (GUILFOILE,2007)

Entretanto, percebeu-se, que bactérias combatidas por esses antibioticos comecaram a
criar resisténcia a agdo dos mesmos, tornando-os ineficazes. Essa resisténcia fundamenta-se nas
modificacBes genéticas sofridas intensamente por esses microrganismos, gerando descendentes
com caracteristicas diferentes e muitas vezes favoraveis a resisténcia a acdo dos antibioticos.
Uma vez que a reproducdo celular desses micro-organismos acontece rapidamente, uma
simples bactéria resistente surgida em meio a tantas outras susceptiveis a acdo do antibidtico
consegue gerar milhGes de outras bactérias resistentes em poucas horas (LEITE, 2011).

O antibidtico utilizado frequentemente nas destilarias € o HJ Kamoran, a base de
montesina, o que implica uma elevacdo nos custos produtivos (NETO, et al, 2014). Uma vez
que os antibioticos apresentam custo elevados, a dosagem dos antibi6ticos esta limitada pela
relagdo custo/beneficio. Dessa forma, a indudstria considera aceitavel trabalhar com niveis de
unidades formadoras de col6nia (UFC) da ordem de grandeza de 10° UFC mL™! ndo sendo

considerado economicamente operar em niveis mais baixos (SILVA, F.M.S, 2015).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Fungo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Penicilina
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Além dos antibioticos serem caros eles deixam residuos quimicos nas leveduras, 0s
quais ddo margem a questionamentos sobre a utilizacéo destas leveduras para o consumo animal
e humano. Paises da Europa e os Estados Unidos estdo proibidos de utilizarem leveduras com
algum tipo de residuo dos antibiéticos (LEITE, 2011).

Porém, vem sendo criados alternativas para 0s setores sucroenergéticos. Produtos
naturais que prometem agir como antibiéticos, mas sem deixar residuos nas leveduras, estdo
entrando no mercado de insumos quimicos para destilarias, principalmente nas usinas que tem
interesses na comercializacdo de leveduras integras, autolisadas ou do extrato de leveduras.

Sendo assim, a escolha o antibi6tico depende do seu custo no tratamento.

3.8.1. Antibi6tico naturais

O uso de antibioticos naturais diminui os residuos deixados no processo. Os compostos
bioativos com fungdo antimicrobiana além de isentar residuos de antibidticos ou produtos
quimicos, ndo geram resisténcia as bactérias, ndo afetam a levedura. O fato disto ocorrer €
devido a alta complexidade de sua formula quimica, composta por agrupamento de alcoois,
fenois, ésteres, 4cidos, aldeidos e terpenos. (VIEGAS, E.K.D, 2011).

A propolis pode ser definida como uma resina natural produzida pelas abelhas e
utilizada pela populacdo para o tratamento de inumeras condi¢cBes médicas, incluindo
inflamacdo e infeccBes bacterianas (VIEGAS, E.K. D, 2011). Além disso, si0 usadas na
fabricacdo de vernizes, isolamento industrial, usado como desinfetante entre outros
(RODRIGUES,2009).

A composicao da propolis é geralmente composta por 50% de resina e balsamo vegetal,
30% de cera, 10% de 6leos essenciais e aromaticos, 5% de polen e 5% de outras substancias
variadas, incluindo residuos (BURDOCK, 1998). A principal classe de constituintes da propolis
é dos compostos fendlicos, no qual, possuem anel aromaticos com um ou mais substituintes
hidroxilicos, incluindo grupos funcionais.

No Brasil, as composi¢cGes quimicas e propriedades biolégicas sdo diferentes
dependendo da regido em que as amostras sdo coletadas. Essa variacdo € explicada pela
biodiversidade brasileira. (RODRIGUES, 2009). Devido a isso, existem preferencias pela
prépolis brasileira: um em relagdo as suas caracteristicas organolépticas e o outro em relagdo
ao menor teor de metais pesados e demais poluentes ambientais. (AQUINO NETO; SEIXAS;

PEREIRA, 2002). Sendo assim, a Tabela 1 refere-se aos diversos tipos de prépolis mais
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difundidas no mundo, com destaque para a verde e a vermelha, mais comum no Brasil. E a

tabela 2, que se refere aos diferentes tipos de propolis brasileira.

Tabela 1: Tipos de prépolis mais difundidas no mundo: origem vegetal e as principais classes de constituinte.

Tipos de prépolis

Origem geografica Fonte vegetal

Constituintes majoritarios

Alamo

Verde (Alecrim)

Bétula
Vermelha

Mediterranea

"Clusia"

"Pacifico”

Populusssp. da seccéo
Aigeiros, na maioria das
vezes P. nigra L.

Europa, América do Norte,
Regides nao tropicais da
Asia, Nova Zelandia

Brasil Baccharis spp.,
predominantemente
B. dracunculifolia D. C.
Russia Betula verrucosaEhrh.
Brasil, Cuba e Dalbergia spp.
Meéxico
Sicilia, Grécia, Creta, Malta.  Cupressaceae (espécie nao
definida)
Cuba, Venezuela Clusia spp.

Regido do Pacifico Macaranga tanarius
(Okinawa, Taiwan e

Indonésia)

Flavonas, flavononas,
acidos cindmicos e 0s seus
ésteres.
acidosp-cumarico
prenilados, acidos
diterpénicos.
acidosp-cumarico
prenilados, acidos
diterpénicos.

Flavonas e e flavonols.

Isoflavondides e
pterocarpanos
Diterpenos
(principalmente acidos do
tipo labdéanicos)
Poliprenilados e
benzofenonas
Prenil flavononas

Fonte: Autora, 2024.

Tabela 2: Classificacdo da propolis brasileira de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas e localizacao.

Extrato Etandlico de Prépolis

Grupo*
1 (RS)
2 (RS)
3 (PR)
4 (PR)
5 (PR)
6 (BA)
7 (BA)
8 (PE)
9 (PE)
10 (CE)
11 (PT)
12 (SP)
13 (AL)

Cor
Amarela
Marrom

Marrom escura
Marrom
Marrom esverdeada
Marrom avermelhada
Marrom esverdeada
Marrom escura
Amarela
Amarela escura
Amarela
Verde ou Marrom-esverdeada
Vermelha

Origem
Regido Sul
Regido Sul
Regido Sul
Regido Sul
Regido Sul

Regido Nordeste
Regido Nordeste
Regido Nordeste
Regido Nordeste
Regido Nordeste
Regido Nordeste
Regido Sudeste
Regido Nordeste

Fonte: Autora, 2024.
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A Tabela 2, foi classificada de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas, no qual,
sete sdo provenientes da regido Nordeste, cinco da regido Sul e uma proveniente do Sudeste. E

a classificacdo do tipo 13 refere-se a regido de manguezais muito comum no estado de Alagoas.

3.8.2. Propolis Vermelha

A propolis vermelha é um dos 13 diferentes tipos de propolis encontrados em colmeias
localizadas no caule de manguezais, rios e litorais principalmente da regido Nordeste do Brasil,
Cuba, Venezuela e México (COSTA etal., 2021; LOTTI etal., 2010) e possui alguns compostos
diferentes das demais propolis. Tais compostos pertencem a diferentes classes, como: fendlicos,
triterpendides, isoflavonoides, pinocembrina, dalbergina, benzofenonaspreniladas e um
epoxido da naftoquinona, composto isolado pela primeira vez em um produto natural
(TRUSHEVA et al., 2006).

A propolis vermelha é proveniente da agdo de abelhas sobre a Dalbergia ecastophillum,
popularmente conhecida como rabo-de-bugio, da familia Fabaceae (Leguminosae), da regido
nordeste do Brasil, especificamente do estado de Alagoas, oriunda de um local de vegetacédo
litordnea, apresenta maiores percentuais de fendis totais e o terceiro maior teor de flavonoides
totais, quando comparadas as demais propolis brasileiras (NASCIMENTO, 2021). Os
manguezais de Alagoas sdo conhecidos pela producdo de prépolis vermelha, tornando um

produto Unico no mundo.
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4 METODOLOGIA

A metodologia empregada neste estudo iniciou-se com a preparacao do mosto, onde foi
utilizado caldo de cana de acucar e foram adicionados os nutrientes, as leveduras e 0s
antibidticos em estudo: natural e convencional. Apos isso, deu-se inicio as fermentacGes
alcodlicas, seguida pela filtragdo do mosto e pelo processo de destilacdo, conforme pode ser

visto no fluxograma da Figura 2.

Figura 2. Fluxograma da metodologia para obtencéo do alcool.

~

[ ] [ . Determinacgao it g
Caldo de o Correcao do | da acidez e - Nutri¢ao do ]

cana Brix pH caldo
\
Processode |, | Processo de | Uso do Preparo do
filtrag&o fermentacao antibiotico [ inocdlo

:

Determinagao

da acidez e || Processode _ | Determinagao Determinagdo AR
pH " | destilagdo i do °GL e ART

Fonte: Autora, 2024.

4.1. Preparo do caldo de cana-de-agucar

A pesquisa se iniciou com a aquisicdo de 3L de caldo de cana-de-agUcar, o qual foi
obtido de um quiosque localizado na Universidade Federal de Alagoas (UFAL), proximo ao
Centro de Tecnologia (CTEC). Apds a obtencdo dos 3L de caldo de cana-de-agucar, foram
separados 1L de caldo em trés erlenmeyers de 1L. Na sequéncia, foram realizadas analises do
Brix (s6lidos soltveis) por meio de um refratbmetro analogico.

Para uma boa fermentacgdo alcoolica, € fundamental que o brix do caldo de cana esteja
dentro da faixa de 18° a 22° Brix (A.L. Moreira et al, 2008). Sabendo que o caldo de cana é

muito rico em agucar, foi necessario dilui-lo com agua destilada até atingir 18 graus Brix. Além
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disso, € importante que o caldo de cana tenha um pH na faixa entre 4 a 5 para um bom
desenvolvimento de leveduras (ALCARDE, AR, 2022).

O procedimento foi realizado com 1L com o intuito de induzir uma infeccdo. Nesse
caldo foram acrescentados os antibioticos utilizados afim de estudo nesse trabalho, sendo-os:
prépolis vermelha, como antibiético natural, terramicina, como antibidtico convencional e um
residuo obtido durante o processo de fabricacdo da propolis, onde estes serdo detalhados nos

topicos a sequir:

4.2 Antibioticos utilizados para combate da infec¢ao

Como ja mencionado, foram utilizados, como fim de comparacéo, dois antibiéticos: um
convencional e outro de origem natural. No entanto, durante a visita a fabrica que realiza
extracdo da propolis foi entendido que os mesmos possuem uma problematica diante um
residuo de que é gerado durante todo o processo de fabrica¢do. Dessa forma, resolveu-se utiliza-
lo, também, como antibiotico natural afim de comparacao e um posterior direcionamento a este

descarte.

4.2.1 Antibiotico convencional: terramicina

Os antibioticos, ou antimicrobianos, apresentam diversas classificagfes. Neste estudo,
optou-se pelo uso de um antibi6tico convencional da classe tetraciclinas, especificamente a
terramicina por possuir 0 mesmo composto ativo da penicilina, pelo seu baixo custo e facil
obtencgéo.

A terramicina utilizada, Figura 3, foi obtida em uma farmécia local, onde foram
seguidos os procedimentos indicados no rétulo da embalagem para sua ativacdo. Segundo o
fabricante, Zoetis, 2g de terramicina devem ser diluidas em 1L de &gua destilada. Como na
industria, utiliza-se, comumente 8g desse antibidtico, entdo decidiu-se variar essa quantidade
em 2, 4 e 8g, para fins de comparagéo.
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Figura 3. Terramicina utilizada como antibiético convencional.

EE-

Terramicina® i
Po Solivel XA
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Coelhos, Ovinos e Caprinas.

Fonte: Zoetis, 2023.

4.2.2 Antibidtico natural: Propolis vermelha

A propolis é um produto apicola resinoso que possui atividade microbiana eficiente
contra uma variedade de microrganismos. O mecanismo de acdo da propolis tem sido atribuido a
inibicdo da diviséo celular, destruicdo da parede celular, desorganizagdo do citoplasma, alteragfes
na membrana citoplasmaética e inibicdo da sintese proteica (CARNEIRO, M.J.R, et al, 2014).
Baseando- se nisso foi utilizado a prépolis vermelha em forma bruta.

A prépolis vermelha, Figura 4a, foi coletada no apiario Zumbi dos Palmares, situado na
regido serrana dos quilombos em Alagoas, uma area pioneira na producdo de produtos apicolas e
derivados. Da mesma forma, foi adquirido o residuo de producdo, Figura 4b, onde, segundo 0s
produtores, sdo residuos que se acumulam nas tubulacfes e equipamentos, o qual precisam ser
retirados, de forma manual, para ndo diminuir a eficiéncia do processo. Esses residuos, até entao,
sdo descartados sem nenhum tratamento. Como o volume do residuo gerado é bastante, entdo a

empresa possui a necessidade de obter uma op¢éo viavel a esse produto, tanto do ponto de vista
financeiro quanto sustentavel.
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Figura 4. Propolis vermelha: a) forma bruta e b) residuo

Fonte: Autora, 2024.

Como pode ser observado nas figuras, as propolis obtidas vieram de forma bruta, entdo
foi necessario dissolve-las para serem utilizadas na fermentacéo.

Segundo o fornecedor, para obter os principios ativos da prépolis, e necessario dissolver
25¢ do extrato em 100 mL de &lcool 70 a 120 OC e, em seguida, completar para 1 L de agua
destilada. Dessa forma, esse foi o procedimento utilizado para obtencéo dos extratos, em forma
liquida, tanto da préopolis vermelha quanto do seu residuo.

Em posse dos antibioticos, foram realizados os procedimentos para a etapa de

fermentacdo alcodlica.

4.3 Fermentacdo alcodlica

A fermentacdo alcodlica iniciou-se com a preparacdo do mosto, seguida de sua

fermentacao no caldo e avaliacdo dos parametros necessarios para seu bom funcionamento.

4.3.1 Inoculacdo do mosto

A preparagdo do inéculo de Saccharomyces Cerevisae foi realizada através de uma
cultura prévia em um meio de crescimento apropriado, de acordo com a instrucdo do
fornecedor.

Com o caldo de cana-de-agucar pronto foi dissolvido em agua os nutrientes: 1,0 g de
fosfato de aménia, 0,1 g de sulfato de magneésio e 20 g de levedura (Fermento bioldgico da
marca Fleischman). Apos isso, esses nutrientes foram adicionados no caldo e agitados de forma

manual.
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Momentaneamente a adi¢do dos nutrientes, foram adicionados os antibidticos ja
preparados, sendo-os chamados: caldo com terramicina, caldo com propolis e caldo com
residuos.

A partir disso, aferiu-se a porcentagem dos solidos soltveis (Brix) de hora em hora e a
partir do momento em que o valor do Brix repetiu em 3 medi¢es, considerou-se o término da

fermentacao.

4.3.2 Filtrac&o do caldo e destilacéo

Ap0s a conclusdo do processo de fermentacdo, o mosto foi filtrado de forma a separar
0 produto dos residuos gerados. Esse procedimento envolveu o uso de um filtro para filtrar o
caldo, seguido pela etapa de destilagdo. Nesse contexto, empregou-se 0 micro destilador TE —

012-250, Figura 5, para realizar a destilacéo do caldo.

Figura 5. Micro Destilador TE — 012-250

Fonte: Tecnal, 2023.

O procedimento para realizar a destilagdo consistiu inicialmente em colocar uma
amostra em cuba, que possui uma capacidade de 250 mL. Apoés isso, iniciou 0 processo de
destilacédo, que foi concluido em um periodo de 4 minutos em cada amostra.

Durante a destilacdo, o alcool resultante foi coletado no Erlenmeyer de 500 mL,
posicionado dentro de um recipiente contendo agua e gelo. Esse procedimento foi repetido até
que o caldo fosse completamente destilado ou até que fosse obtida uma quantidade suficiente

para a medicdo do grau Gay-Lussac (°GL).
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4.4 Métodos de analises

Os produtos obtidos foram analisados com base em sua acidez, teor alcoolico, pH,

acucares redutores (AR) e agUcares redutores totais (ART).

4.4.1. Acidez

Para determinacdo da acidez, empregou-se 0 método do Instituto Adolfo Lutz, 1AL
235/1V, no qual e baseado na titulagdo de neutralizagdo de &cidos utilizando uma solucéo
padronizada de Hidroxido de s6dio, NaOH, em conjunto com o indicador fenolftaleina. A
acidez total € expressa em g/L.

No procedimento, foram transferidos 2 mL da amostra para um frasco erlenmeyer de
250 mL. Posteriormente, adicionou-se 50 mL de agua destilada e 2 gotas de fenolftaleina. Em
seguida, procedeu-se a titulacdo com uma solucdo de hidréxido de sédio com concentracdo de
0,1M, até obter uma coloracéo rdésea persistente. Para o calculo da acidez foi utilizado a seguinte

equacao (1).

meq) _ Volume consumido x N x fx1000

Acidez ( I

(1)

Volume total da amostra

Onde:

N= normalidade de NaOH = 10%

f = fator de corregio = 0,979

Através desses calculos, foi possivel determinar a acidez do caldo de cana antes e ap0s

0 processo fermentativo.

4.1.2 Teor alcodlico

O método utilizado para determinar o teor alcodlico foi pelo método de Gay Lussac
(°GL). Alcoolémetro, segundo Gay Lussac, € um instrumento destinado a medir o teor de
alcool de uma solugdo dgua mais alcool na faixa de 0 a 100° GL, com divisfes de 0,1 e 1° GL.
A escala de temperatura no caso de termo densimetros varia de 0 a 50°C com divisdo de

1°C (INCOTERM, 200). O procedimento basicamente consiste em inserir a amostra da solugéo
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na proveta, no qual, utilizei de 500mL e de 100 mL. Em seguida, é inserido o alcooldmetro na
escala de 0 a 10° GL, que deve esta livre de impurezas. Ao colocar o alcoolémetro na solucéo,
0 instrumento comeca a flutuar até se estabilizar e a partir desse ponto, é feito uma medicao

precisa, Figura 6.
Figura 6. Medicdo do método de Gay Lussac (°GL).

Fonte: Autor, 2024.

4.1.3 Determinacéo de agucares redutores (AR) em glicose pelo método do DNS utilizando o
espectrofotémetro

Para determinacdo dos agucares redutores, foram transferidos 0,25 mL das amostras de caldo
de cana-de-acUcar e caldo filtrado para tubos de ensaio, com tampa, referentes a cada dia do estudo.
Em seguida, acrescentou-se 0,5 mL de agua destilada. Quando a dgua no banho-maria atingiu a
fervura, adicionou-se ao mesmo tubo 0,25 mL do reagente 3,5-dinitrosalicilico (DNS), e aamostra
foi aplicada ao banho fervente por 5 minutos. Apds esse periodo, o tubo foi transferido para o
banho de gelo, e 4 mL de agua destilada foram introduzidos nas amostras. A leitura foi realizada
no espectrofotdmetro, Figura 7, utilizando um comprimento de onda de 540 nm, correspondente a

concentracdo padrdo de glicose.
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Figura 7. Espectrofotdmetro modelo SHIMADZU UV-1280.

Fonte: Autora, 2024.

A partir disso, foi feito o calculo para determinar o teor de agucar redutor de cada amostra (AR).
A partir da curva padréo de concentragdes conhecidas de glicose tem-se a equacao da reta linear
que permite calcular a concentragdo de glicose em cada amostra representada pela equagédo 2
(BRITO, 2021).

_ Abs 5
"~ 0,1705 (2)

Concentracao (Z)

Com os valores da leitura da absorbéancia e dos calculos da concentracdo foi plotado o gréfico,
que deu origem a curva de calibragcdo. Com a curva elaborada foi possivel gerar a equacdo da

mesma, que foi utilizada na etapa seguinte de analises das amostras dos caldos.

4.1.4. Determinacdo de agUcares redutores totais (ART) pelo método do DNS utilizando o
espectrofotémetro.

Inicialmente, fez-se a hidrélise de aglcares ndo redutores. Para esse procedimento, 1
mL das amostras de caldo de cana-de-agucar e caldo fermentado, previamente congelados, foi
transferido para tubos de ensaio com tampa. Em seguida, adicionou-se 5 mL de acido sulfarico
de 1,5 M (H2SO4) e submeteu-se ao banho fervente por 15 minutos, agitando a cada 5 minutos
para promover a hidrolise de polissacarideos e outros agucares ndo redutores. Posteriormente,
as amostras foram resfriadas e adicionou-se 1 gota de fenolftaleina. Com cautela, utilizando

uma pipeta Pasteur, foi adicionado de gota a gota uma solucdo de hidroxido de sédio (NaOH —
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10%) ate alcancar a coloracdo rosada. Em seguida, adicionou-se acido sulfarico (H2SO.) gota
a gota até que a cor retornasse a tonalidade original. Apos essa etapa, as amostras foram
fornecidas para uma prova de 50 mL e complementadas com agua destilada até atingir o volume
de 50 mL.

Com a hidrdlise pronta, foi feito 0 mesmo procedimento referente a metodologia da
determinacéo de acUcares redutores em glicose pelo método do DNS, sendo possivel determinar

0 ART e, por fim, o rendimento do teor alcoolico. A partir disso, foi utilizado a equacdo (3).

_ Abs
~0,1705

Concentracao (Q) x diluicdo 3)

L

4.1.5 Rendimento do Alcool (%)

Para determinar o rendimento do alcool foi necessario fazer a relacdo estequiométrica:
Sacarose + Agua — Frutose + Glicose + Energia
342g + 18g — 180g + 180g + 9Kcal
Portanto, de 1,0g de sacarose obtém 1,05g de ART.
2 CeH.1,06 = 4CH; — CH, —OH +4C0, + ¢
2x180g — 4x46g etanol +176g CO, + 32,6 Kcal

Sendo assim, 184/360 = 0,51¢g de alcool por grama de aglcar consumido.

Quando se considera o substrato formado de sacarose, juntamente com pequenas
porcentagens de glicose e frutose, como na industria brasileira de etanol, o acUcar é definido
como acucar redutor total (ART) e o rendimento estequiométrico da fermentacédo € 0,511 g de
etanol por grama de ART. Quando o rendimento estequiométrico é calculado com base na

sacarose o0 valor do mesmo é 0,538 g de etanol por grama de sacarose (CRUZ, 2019). Sendo
assim, o rendimento do alcool (%) pode ser expresso pela equacao 3.

) etanol em °GL x 10
Rendimento (%) = x100 (3)

(ARTantes da fermentagio — ARTépos a fermenta(;ﬁo) X 0151
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um ponto bem importante do trabalho foi realizar a diluicdo dos extratos, pois como se
tratou de extrato bruto, onde nao foi possivel encontrar metodologia cientifica na literatura,
utilizou-se as fornecidas pelos produtores. Dessa forma, foram dissolvidos 25g do extrato e do
residuo em etanol de 70% em banho maria a 120°C, conforme Figuras 8 e 9.

Figura 8. Processo de dissolucéo da propolis: a) 25¢g do extrato de propolis vermelha. b)

inicio da dissolucéo e c) termino da dissolucéo

Fonte: Autora, 2024.

Figura 9. Processo de dissolugdo do residuo de prépolis: a) 25g do extrato de propolis

vermelha b) inicio da dissolucéo e c) termino da dissolucao

Fonte: Autora, 2024.

Apos as dissolucdes, os antibidticos foram adicionados aos caldos.
Para fins de comparagéo, foram obtidos dois tipos de caldos: um caldo esterilizado e outro
ndo esterilizado. No caldo néo esterilizado foram adicionados os nutrientes, bem como 0s

antibioticos, e o caldo esterilizado seguiu sem algum tipo de adi¢do de antibidtico, Figura 10.
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Figura 10. Caldos preparados: a) caldo sem espuma e b) caldo com espuma

Durante o processo de fermentacédo foi notdrio ver a presenca de espumas apontando a
ativacédo do processo fermentativo. Em fermentagcdes normais, as espumas apresentam bolhas
que se rompem facilmente e de aspectos fino, ja as fermentagdes contaminadas possuem
espumas persistente (SILVA, M. 1995).

Sendo assim, em alguns caldos as espumas apareceram no inicio da fermentacao, logo
apos colocar os nutrientes e a levedura. Depois de um tempo, as espumas cessaram ou ficaram
em quantidades reduzidas. Em contrapartida, outros caldos permaneceram com as espumas,
indicando sua contaminagéo.

Apos as adicoes, o teor de brix foi monitorado a cada duas horas até que se observasse
a repeticdo, marcando o término do processo de fermentacdo. Foi possivel notar a formacgéo de
espuma no caldo, especialmente naquele ao qual o residuo de propolis foi adicionado. As
variagdes nos caldos apds duas horas de fermentagdo estdo ilustradas na Figura 11, onde estéo

exempladas na seguinte ordem: caldo com o residuo, caldo com a propolis e o caldo controle.
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Figura 11. Evolucdo do processo de fermentacao apds duas horas.

Fonte: Autora, 2024.

Apds as 48horas, foi feita a analise de pH e acidez e, em seguida, os caldos foram
filtrados e depois destilados, obtendo o valor do teor alcodlico, pelo método do Gray Lussac
(°GL).

5.1. Analise da Acidez e do pH em funcéo da infecgdo bacteriana

A partir da metodologia, o primeiro passo foi avaliar o caldo de cana-de-agUcar antes e
apos a fermentacdo em relacéo a acidez, pH e contaminantes de bactérias. Durante o0 processo
de fermentacdo, como esperado, a acidez total do meio aumentou e o pH diminuiu, fendmeno
atribuido a formacdo de &cidos e, simultaneamente, transformacéo de agucar e &lcool. segundo
Usina Caeté (2016), aumentos de acidez maiores que 50% indicam a ocorréncia de infeccdes.
Isso pode ter ocorrido devido a exposicao do caldo ao ambiente durante seu armazenamento e
processo de filtracdo, ocasionando uma possivel infec¢do bacteriana.

Em relagdo ao pH, a hidrolise ou quebra da molécula de sacarose, ocorre facilmente na
presenca da enzima invertase, que atua como um catalisador das reag¢fes bioldgicas. Sua
eficacia esta diretamente relacionada as condi¢des de pH e temperatura do meio, destacando a
sensibilidade dessa enzima as variacdes ambientais. Esta enzima fica exposta ao meio externo
podendo sofrer alteragdes quando em contato com o meio &cido (alta concentracdo de H™),
onde quanto menor for o pH maior a chance de alteracdo da carga da proteina constituinte e

consequentemente maior producéo de etanol (FRANCISCO, 2017). Portanto, o intervalo de pH
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mais favoravel para otimizar esse processo situa-se entre 3,5 e 5,5, onde 0s valores encontrados
para o caldo esterilizado encontram-se dentro dessa faixa.

Isso sugere um ambiente propicio para o teor alcoolico (°GL), indicando condicdes
adequadas para a producdo de etanol. A estabilidade do pH durante a fermentacdo demonstra
uma capacidade de controle e eficiéncia do caldo esterilizado, fatores cruciais para garantir uma
producdo consistente e de alta qualidade de etanol. Essas observag6es ressaltam a importancia
do uso do caldo esterilizado como uma estratégia viavel para alcangar resultados satisfatorios
no processo de fermentagéo, contribuindo assim para a eficiéncia e a rentabilidade da producao
de etanol.

A Tabela 3, apresenta os resultados referentes aos valores de acidez e pH para o caldo
controle e para o caldo ndo esterilizado com o uso da terramicina como antibidtico
convencional. O caldo controle foi feito para comparar a eficiéncia dos antibioticos utilizados,
onde esse caldo foi produzido, também, sem esterilizacdo e sem nenhum antibidtico, apenas
com os nutrientes de fermentacdo. As quantidades de terramicina foram variadas em 2, 4 e 8g,

conforme explicado na metodologia, item 4.2.1.

Tabela 3. Estudo das analises do antibi6tico convencional em relacdo ao pH e acidez.

ACIDEZ (meg/L) pH
Inicio Fim Diferenca Inicio Fim
fermentacéo fermentacéo acidez fermentacéo fermentacéo
Caldo controle 0,224 0,897 0,673 3,82 3,8
Caldo (29) 0,224 0,696 0,472 3,82 3,72
Caldo (49) 0,224 0,658 0,434 3,82 3,65
Caldo (89) 0,224 0,5648 0,340 3,82 3,59

Fonte: Autora, 2024.

Como esperado, por ser um caldo ndo esterilizado, a diferenca da porcentagem de acidez
do caldo controle deu superior (65%) quando usado a terramicina como antibiético. Como ja
explicado, valores acima de 50% indicam caldo com grande quantidade de infec¢do bacteriana.

Analisando os caldos com o antibiotico, percebe-se uma diminuicdo da porcentagem de
acidez, bem como dos valores de pH, quando comparado ao caldo controle. O caldo com 8 g
de terramicina forneceu um valor de acidez de 32%, seguido de 41 e 45% para os caldos com
4 e2 g, respectivamente. Esses resultados eram esperados, pois indicam a relagdo entre
quantidade de antibiotico e controle de infeccdo, ou seja, a medida que se colocou uma maior
quantidade de antibidtico (8g), a porcentagem de acidez diminuiu, indicando um melhor

controle bacteriano. Ja com relacdo ao pH, os valores ao final da fermentacdo diminuiram,
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indicando, como seré visto posteriormente, a relagdo dessa diminuigdo com o teor alcodlico. E
possivel analisar, também, que o resultado para o caldo com 8g de terramicina, obteve um
menor pH, o qual sera favorecido a producéo de alcool.

No estudo com os antibidticos naturais (propolis e residuo), apresentados na Tabela 4, é
possivel perceber que eles também apresentaram uma diminui¢do na porcentagem de acidez e
pH, quando comparados ao caldo controle. Para o caldo com prépolis obteve-se uma
porcentagem de diminuicdo de acidez de 8%, seguido de 16% para o residuo, ambos menores
que 0s 65% para o caldo controle. Esses resultados indicam um eficiente controle de infecgdes.
Em contrapartida, os valores finais de pH, tanto para a propolis quanto para o residuo foram
superiores ao controle, o qual pode-se atribuir esse resultado a presenca de dextrana, uma
substancia viscosa presente no caldo de cana, que pode ter reagido com alguma substancia da
prépolis, algum principio ativo, influenciando o meio. Uma vez que sua presenca indica que a
cana-de-acucar sofreu deterioracdo entre as etapas de corte e seu processamento, logo, a

dextrana pode interferir na eficiéncia do rendimento do alcool (SARTORI, J.A.S; et al. 2015).

Tabela 4: Estudo das analises do antibidtico natural em relacdo ao pH e acidez

ACIDEZ (%) pH
Inicio Fim Diferenga Inicio Fim
fermentacéo fermentacéo acidez fermentacgéo fermentacéo
Caldo controle 0,247 0,897 0,65 3,82 3,8
Caldo com a propolis 0,247 0,326 0,079 3,82 4,06
Caldo com o residuo 0,247 0,407 0,160 3,82 4,17

Fonte: Autora, 2024.

Ao comparar os resultados da terramicina com a prépolis, em relagdo a acidez, é possivel
perceber o qudo positivo é a utilizacdo desse antibiotico natural no controle de bactérias
causadoras de infeccdo. Porém, mesmo esse resultando sendo bastante animador, precisa-se

avaliar outras variaveis até chegar em uma possivel conclusao.

5.2. Concentracdo de AR e ART

A determinacdo da concentracdo de Acucares Redutores (AR) é fundamental, pois

fornece informagdes sobre a quantidade de agucares disponiveis para serem convertidos durante
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a fermentacgdo. 1sso € essencial para avaliar a eficiéncia do processo fermentativo, da producéo
de alcool e de outros produtos derivados.

Ja o ART refere-se aos agucares redutores totais no qual tem a capacidade de detectar
e mesurar todas as perdas de aglcares (sacarose, glicose e frutose), ou seja, 0 ART € responsavel
por reduzir a presenca de grupos funcionais como aldeidos e cetonas e produzir o &lcool

(RICARDO, 2023). Sendo assim, os resultados dessas analises estdo apresentados nas Tabela

5.
Tabela 5. Estudo das andlises de AR e ART do caldo
AR (g/L) ART (g/L)
Inicio fermentacao Fim fermentacéo Inicio fermentacdo Fim fermentacéo

Caldo controle 6,067 6,578 157,70 9,68
Caldo (29) 6,067 11,182 157,70 24,63
Caldo (49) 6,067 3,672 157,70 12,02
Caldo (89) 6,067 2,220 157,70 10,78
Caldo com a proépolis 6,067 3,252 157,70 11,80
Caldo com o residuo 6,067 5,525 157,70 18,40

Fonte: Autora, 2024.

E possivel analisar que todos os caldos apresentaram uma diminuicdo do AR e do ART
apos a fermentacdo, indicando o consumo dos agUlcares e, consequentemente, a produgédo de
alcool.

No entanto, para 0 AR, os valores finais foram menores que o valor do caldo controle, o
que sugere que, a adi¢cdo dos antibidticos, tendo como um dos constituintes de sua base os
acucares, aumentou a quantidade destes disponiveis para serem convertidos em alcool. Uma
I6gica segue nos resultados obtidos pelo caldo com terramicina a 8 g e o caldo com a propolis,
onde, pela grande quantidade de antibiotico utilizado (8 g) e por ser um antibiético natural, a
quantidade de agucares consumido superou a dos outros, fornecendo assim, um baixo valor de
AR. Em relacédo ao residuo, por ndo se conhecer de fato sua composicdo, fez com que esse se
comportasse diferente quando comparado a propolis.

Ja em relacdo ao ART, todos os caldos tiveram seus valores diminuidos em relacéo ao
caldo controle, sugerindo uma eficiéncia de alcool. Sendo assim, pode-se observar que o caldo
com 8g de antibidtico convencional a terramicina e o caldo com a prépolis foram os mais
eficientes em relacdo ao teor alcodlico se comparado com os demais, podendo ser visto na tabela

6, que se refere ao teor alcodlico e ao rendimento (%)
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5.1  Alcool Produzido e Rendimento do Alcool (%)

O teor alcodlico dos mostos foi medido pelo método Gay Lussac (°GL) e o rendimento
alcodlico pela equacdo 3, presente no item 4.5.1 da metodologia. Os resultados podem ser

vistos na Tabela 6 referentes aos caldos com os antibioticos.

Tabela 6. Teor e rendimento alcodlico dos caldos com antibiéticos

Teor alcodlico Teor alcoolico (g/L) Rendimento do etanol (%)

CGL)

Caldo controle 1 10,00 13,22
Caldo (2g) 3 30,00 30,89
Caldo (4g) 4 40,00 40,51
Caldo (8g) 8 80,00 93,34

Caldo com a propolis 7,5 68,00 68,60
Caldo com o residuo 3,5 28,00 16,28

Fonte: Autora, 2024.

Na andlise dos caldos contendo propolis e residuo de prépolis, foram considerados 0s
valores iniciais do teor alcodlico, que se referem & diluicio da propolis. E importante destacar
que a propolis e o residuo de propolis foram dissolvidos em 100 ml de etanol etilico a 70°GL,
resultando em um teor alcodlico inicial de 0,7 g/L tanto para a propolis quanto para o residuo

de propolis.

Como pode ser visto, os valores de rendimento alcodlico indicaram que todas as
fermentacdes realizadas foram eficientes na conversao de agucares em alcool. Um resultado
bastante positivo que merece ser mencionado foi o valor do rendimento alcodlico do caldo,
quando utilizado a propolis como antibidtico, ser bem proximo ao valor do caldo quando
utilizado a terramicina, sendo este o antibiotico utilizado em processos industriais.

Esse resultado se mostra bastante promissor, ndo apenas pelo ponto de visto sustentavel,
mas também financeiro, j& que o valor do extrato da prépolis bruto € bem inferior ao da

terramicina vendida comercialmente.



42

Assim, concluiu-se que, a partir dos resultados obtidos foi possivel obter um controle de
agente microbianos sem atrapalhar o rendimento alcodlico da producdo substituindo um

antibiotico convencional por um natural, no caso a préopolis vermelha.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados analisados e discutidos relativos a acidez, pH, agUcares redutores
(AR) e acucares redutores totais (ART), uma comparacdo abrangente foi conduzida entre o
antibidtico natural, o antibidtico convencional e o caldo sem antibidtico. Os caldos com
antibidticos apresentaram o melhor rendimento, indicando que, realmente, é preciso utilizacao
de algum produto para ajudar no combate a uma infeccéo.

Além disso, é importante destacar, especialmente, o caldo tratado com a propolis. Além de
demonstrar resultados promissores no teor alcodlico, muito proximos ao do antibidtico
convencional, ele segue uma iniciativa notavel em direcdo a sustentabilidade, fazendo uso de
um produto de facil obtengdo com um excelente custo-beneficio.

Por outro lado, o caldo com o residuo de propolis ndo apresentou um dos melhores
rendimentos. No entanto, considerando sua origem, sua utilizagdo no processo de fermentacéo
alcodlica torna-se vidvel. Alem de sustentavel, contribui para uma produgdo econdmica e traz

resultados positivos para a producao.

Sendo assim, os resultados deste estudo apontam para a importancia de escolhas
estratégicas nos métodos de tratamento, considerando ndo apenas a eficacia imediata, mas
também os impactos a longo prazo, a sustentabilidade e o potencial de reaproveitamento de

recursos.
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SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Caracterizar o residuo;

Realizar analises microbioldgicas nos caldos;

Implementar andlises laboratoriais especificas, como cromatografia liquida e
espectrometria de massa, para avaliar a influéncia do residuo de prépolis na producéo
de etanol;

Comparar metodologias para determinar agucares redutores totais (ART) e acUcares
redutores (AR), incluindo a metodologia de Lane-Eynon;

Ampliar o estudo para incluir o melago como substrato.
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