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RESUNG

Este trabalho fol reaiizado em duas etapas: uma envoil-
yendo isslamento, taxonomis e testes de resisténcia ao stanod &
fiocuiagke do fermento comercial, no intuite de selecionar bac-—
térisas taticas, naturgimente contaminantes de dornag de fermenta-
ca&o. Na segunda etapa, fol montado um sistema pilote de Bancada
para realizagd0 dos ensalos de fermentaglo, inoculande com uma
bacteria selecionada na primeirs etapa “. o Lactobacililus
fermentum nC 2B , simulando-se 8 infec¢do bacteriane das dornas
ge fermentacho nas usinas, atrasvés do processc ciclico de bategia-
ga siimentada.

Para a primeira e¢tapa, 5 amostragem foi feita de "leite
de leveduras”, sem tratamento édcida, obtido de duas destilarias
anexas no mes de agosto de 19BB. A primeira ~ Usina Santas Adélia
{Jaboticabal~5P)Y - apresentave problemas microbiolégicos e a se~
gynda ~ Uslina Modelo — operava normaimente,

Ns resultados da taxonomia demonstraram gque & bactérla
predominantemente encontrada fol Lactebaciilus fermentum (B2%),
seguida d¢ Lactobacillus murinus (9%), tactobaciitus
veccinostercus (8%), Lactobaciitus plantarum (2%) e Leuconostoc
(P%). Dentre os tactobacilos heuve um predominia do tipe hetero-
fermentativo obrigatbrioc (B5%).

4s cepas testedas apresentaram-se resistentes a8 7%
fyfv) de etano! e B4% resistiram a 10%, demonstrando adaptacao ac
amblente alcadllco, B cargcteristica de floculacho do fTermento

foi manifestada em B7% das cepas testadas,



Quante as usinas, conflirmou-se gque a Usina Sants hdaiia
apresentava malor indice de contaminagdn, de cepas resistentes
a0 etanol e de fiocuiacdo do fermento comercial.

0s resuitados dos ensaios ge fermaentagdio demonstraram
yue: acima de 9,8 g/ de amcidez, expressa em scido latico, ¢ a
refag&o levedura/bactéria inferior a8 0,%, as caracteristicas vi-
tais & o crescimente da levedura fToram sgriamen‘te comprometidos,

& produtividade de etanot (Pe) e a taxs de consumo  de
agucar (Ps) sofreram gueda semelhante (em torno de $54%), entre 3
média dos primeéiroes 8 ciclos & 0 18% ciclie, ande a acider e &
contaminagae foram méximas. tas0 causoy a diminuicio na veioci-—
gade de consumo de agdcar peila levedura, e a ponsequente gueda na
producao de etanol, devido ao excesso de acidez provenliente s
contaminacso bacteriana,

0s pardmetros de rendimente de aicoot , Yp/s0o @ porcen-
tagem de ART consumido, também apresentaram uma gueda acentuada
ros cicltes finals, servindg também como indlices pare avaliacio da
infecgdo na producdo de etanct.

0 fator de conversao de acicar copsumido em etancl pro-
duzido -~ Yp/s nao demonstrou o efeito da acidez sobre & produgho
ge etanol. isse, fol stribufde 2p cilculo baseando~se no acicar

sonsumida pela levedura & nan no dispoenivel noe sistema.



SGUMMARY

This research was carried out in & stages. The first
stage invalved fgniation, taxanomy, tests of resistance tyo
ethanot angd commercial veast flocutation tests, ali atmed at
selecting fiactic bacteria which were patural contaminants of
fermentation vats, In the second stage, a3 pliot svatem was set up
ta carry out fermentation assays slmuiating'distiZIery congditions
gnd using one of The bacterias selected in the first stage. Under
these conditions Lactobacitius fTermentum iscliated n 28  was
tested, reproducing  the bacterial infection of the digtii-
tery fermentation vats by way of 8 fed—bateh process,

For the first stage of experiment, concentrated ¥yeast
samples from ‘two distitlieries were obtained, without acigd
treatmant, guring Augqust , 1888, The first distiliery {Sante
Bdelig - dabotlecabal, $5.P.) was presenting microbiglogical
problems, whiie the secand fMadelo - Piracicaba, SP? was
gpaerating normatly.

The results of the taxonomic stuydy showed that the
predominant bacterium present was Lactobacilius fermentum
{BZ%), followed by Lactobactdifus murinus (%), Lactobacilius
vaccinostercus (8%, Lacteobactiiiug plantarun {(2%) and
Ltegconostoo {8%3._ Among the lactobacliiug, the ahligate
heterofermentative types were greduminant (85%),

The strains tested were all resistant to 7% {(v/y)
gthanci, and 64% were resistant to 10%, demostrating adaptation
te the atcnholtic eanvirgnment., Floculation of fThe yeast was @

characteristic af 87% of the strainsg tested.



Regarding the distitiaries, the expscted results
were conflirmed. The Santa Adéelia showed a higher feve! of
coptamination, with atrains more resistant to alecohol  and
fiocuiatien vf the commerciai veast,

The results of The fermentation assays, showed that
hoth the yital characteristics ahd dgrowth of the yveast were
sariousty undermined when the acid concentration exceeded 4,8 g/
{expressed mpes iactic acid) and yeastfbacteria ratio of about 0,9,

The alcohol prodguyctivity (Pem) and sugar cagnsumption
ratios (Ps) suffered simijar decrease (about 59%) bhetween tThe
average of the first 8 cycles and that of the sixteenth c¢ycle,
when the actdity and contamination were maximum., This indigated
a itoss In the velocity of sudar consumption by vyeast, and &
consequant faitl in the production of ethanol, dueg To the exCcess
of acidity caused by the bacterial contamination.

The paramenters alcohol yielo, Yp/eso and the
percentage of total sugars consumed alse showed eaccentuated
tgils during the final cycles, and therefore could also serve
as index fer the evaluate some of Infection in the ethanol
proguction.

The conpversiogn factor Yp/s was not affected by the
apcidity. This was reiated to the fact that the caicuiations were
hased an The sugar consumed by the veast, and npot that available

within the system.



INTRODUGEO

Atusimente & produgao de etangl combustivel no Brasit §
feita pasitcamente através de dois processo fermentatives: fermen-
te¢3e por batelads alimentads (o mais comumente ussdol) € a  fer-
mentags0 continua , ambos com recicio de células,

No processo de batelada allmentada com reciclo g 61y
igs praticade nas usinas, o fermento (ieveduras) & intciaimente
introduzido na dortna, sequldo dg allmenta¢so continug e controla-
ds do mosto, dando infcio & fermentacdo com conhversds dos agdcae—
res, produzinds principaimente etanoi e COx. Ao final da fermen-
tacio o mostp fermentado & bombeado pars 8 centrifuga onde & fei-~
ts & separacdo entre o "vinho” (fracdo ricae em etanol) enviads
pare & destijacde, € o "lelte de leveduras®™ canduzido para tan-
gues onde antes de ser reciclado & tratsdo. 0 tratamento & feito
diluindo este ditimo com dgua & adiclonando acido sulfdrico, ats
abatxamenta do pH para vslores entre £ ¢ 3 por & & d horas. Esse
materiatl ("pé—~de-cuba” prante), & utitizado como indcule no cicto
sgguinte,

Com o recicio das células de Jevedurs tvambém ocorrs o
reciclao dos contaminantes causando diversps distarbios tals camo:
consumo de mouécar & etano!l pelios contaminantes, gueda da viabllbi-
dade e morte das célutas de fevedura devido & toxinas lancades no
meto pelo contaminante (ALTERTHUM et al. 1884): perdas de células
ds  levedura no fundo das dornas ou na cenirifugs causadas petls
figeulagdo dgo fermento, devido & produ¢do de goma par  bacterias

(SERRA &% a&l., 1979:; ALMEIDA, 184D. GALLI, 11881), vu floculsgaa

gevigo ao contaip enire pacteriss floculantes e leveduras (YOKOYR



¢ OLIVA~NETO, 1880): & quedsa significativa de rendimento aicodli-
co devidp § elevatio dé acider causada por hactérias produtoras
de acido (AMORIM e OLIVEIRA, 19€2?.

Dentre o8 contaminantes mais frequentes nas dornas, sem
guvida ae destacam s bactérias 1aticas, éspecialmente 0 génerc
Lectobacillus que ¢ hastante resistente ao stanof, (GALLO, 18988.:
KAJi, 1890: ALTERTHUM £t al., 1884).

53 medidas de controle da contaminacae nag usinas 836
teltas de forma empirica, peia falta de conhecimentos cientifico
sabre 8 forma de interagde do contaminante ¢om ¢ agente principal
ds fermentacdo ~ @ levedurs - e as consegudncias ao lonhgoe dos cit-
cioa fermentativos. isso também se reflete na falta de caongistén—
cia dos resuitados mnos trabalhos que se referem o controle dos
contaminantes durante a fermentac¢ao. S5egundo AMORIM E CLIVEIRA
{1882) a penicitinag V-~acida pode controtar & contaminagio dos oo~
cos Gram positivoes, mas nao # tap eficaz contre o8 bastonetes
Gram posittves, o due Foi comprovadn por ALTERTHUM, et al.
{1885). FEstes autores também comprovaram a ineficiénclie do Hle-
quin BD-70 no controle das bacteérias Gram positivas com forma de
cocos & bastonetes.

Este +trabalhe visa dar ums contribuigio ag estudo ds
contaminagic latica no processo fermentative de bateiads alimen~
tada para 8 produgho de etanoi. inlclaimente fol felta uma anaii-
se ¢a& popuischo bacterians presente em &sso0ciagdo com teveduras
nes dornes de fermentacio "sadias” e com problemas bacterieidgi-
cns evidentes. Apds estas etapa, fol seleclionada uma ceps bacte—

riana & inocutada experimentalmente no processn de Termentagao

por khetetlada alimentada. O perfll da populagsn bacteriana, da po~



pulacan de leveduras e das transformagdes quimicas e bBioguieicas
gue ocarrem ao iongo dos surcesslves giclos farmentativas GEO fac
tisgdos neste trabalho, a fim de possipifitar a compreensdoc dsa
ginamice da contaminagdo i1&tice sobre o levedurs e & producdo de

etanol.



REVISXO BIBLIDGRAFICA

Easa revisao fol feita de uma forma bastante abrangen—
te, considerando o aspecto technologico das fermentagdes, gas ma-
térias—primas usadas g dos probiemas microbioldgicos na condugdo
dge fermentagdes. Assim, foram abordadas as implica¢tes com res-
pelte ag processo de hateiada alimentada, seguldo doe efeito do
gtanel e Gcidos orginicos ng fisiglogia & biogquimica das levedu—
ras. s aspectos microbiolfgices foram asnalisadoes guanto a migro-
ftora de cana-de—-aghcar, do caldo e do melagn, que 830 matérias~
primas geralmente usadas na farmentacéo alcudtica. 03 probtemas
vcasianados pelos contaminantes da fermentacaoe alcndiics na dor-
na foram tratados com majoer €nfase, sendo abordado também os pro-

blamas ccasionades por "gomas’.

1. 0 PROCESSC DE BATELADA ALIMENTADA

0 precesso "FED~HATCH" ou de hateiada atimentada ini-~-
cialmente comegou & ser empregsdo em fabrica¢do Industrial de
fermento para panificacioc. Portante, n5o sdoc multos 08 trabalthos
cinéticos publicades que dizem respeito a formagan do  produto
{metabdiitol.

4] processﬁ gde bateiagda alimentada utitizado no Brasil
consiste num Yipo de conpdu¢do em gue hd alimentacko de mosto, de
forma continua na dorna de fermentacao & a remacac do moste fer-
mantade & toteimente feita nop fingl do processo (ALMEIOA, 1RBEO0)Y.
¢ wusadp mals comumente quande o substrate (eu determinado nu-

triapte & ser adiclionado no meio), ndp deve ser introduzidn  de

7



umg 86 ver no infcio do processo, sendo alimentado ao jongo da
fermentacao de mode & manter ums concentragao adequada a0 proces—
80 (MOBITZ e MEIAELLES, 1478},

Segunde PERINGER e BLADHERE (1878), através gde um con-
trole aspropriado da taxa de alimentagido do substrato pode-se eyi—
Yar ou minimizer o efeito de repressio catabdlica devido ag subs-
trate ou cerfos produtos excretados, possisifilitando um sistema
com aita velocidade de crescimento celular e conversso do  subs-~
trate em caluiasg.

0 usc do processe de batelada afimentads para produgido
.ae fevedursa de panificagcdo (AIBA et al., 1978) e pare produgas de
pepicliina  (HOSLER e JOHNON, 1983, FIRT, 1874) é devidn ao fato
de  que a concentracso de substrato deve ser m&ntidé permanente—
mente balxe no meto de cultive, pois se este for adicionado de
uma s6 vez haverd uma redu¢dc no rendimento 40 processo.

A otimizag¢ao da ovperagio do sistema de batelads alimen—
tada para o cultivo de Sacchasromyces cerevisliae fol proposto por
Ai18A et al. {(1878), |mpondo av sistems uma velocldage de alimen~
tagde que vartou de maneira tel que, conseguly menter o  coeff-
ctente respiratério da levedurs na faixa de 1,0 a 1,2 ao longo go
cultivo aerabio. Com isso foi atingldo um regime semi-estacionala
gnde 8 conceniragao de giicose no melo VAMIoU PpoOUCE, em torng de
10 mg/1, mantendo o sistems anquém do valor critica de 70 mg/! que
tnduz ao que se chamam "efelto da glicose™ ou "efelta Crabtree”,
evitando-se assim o desvio do metabolismo da glicose para etangl
e COp.

Segqundo  KELLEH e DUNN (1378}, o processo de bhatelads

alimentada ou semi-continuo pode manter uma taxs de &limentaglo



constante ou pode ser varladas de manglra 8 obter cohceniracao
constante de substreto. Sucessivas fermentagoes podem ser obiidas
g, nparte da culturs fermentads de um ciclo anterior for deixada
no fermentador parsg um ciclo posterior., Repetindo—se o enchimentdo
g easyaziamento de volumes especificoes noe fermentador, resultta em
uma opera¢de ciclica de volume variado, PIRT (1974) usou o termo
culttivo TFED-BATCH" repetido e estabeiecey um estade “guasi”
gquitibrade teérico, Fie analisoge a formagsdo do produto nestas
copdigtes e encantroy uma taxa especifica.de Formacao de produto
constante. UperagBes cicllicas se aproximaram fde operagoes conti-
nuas., DUNN e MOR (1875) mostraram gue u = F/V (4 = taxa especifi~
ca de crescimento; F = fluxe e ¥V = yolume do reator? em condigoes
de estado "quasi™ equitibrade, & podem ser mantidas parg aumentos
cu decréacimos do volume de fermentagdo. Simulagdes por computa-
dar mostrearam gque depols de um periocdo transitério, & s&tingids
gste estades onde mudangas nas concentragdes de mlcrorganismos
fgxf8t = DY e concentragdes de substrate 5, vac ambas f{entamente
aumentando ou diminuindo dependendo do tempo € 40 velume a ser
giminyldo oy aumentado.

& maloria dog trabaihes experimegntiais com cultivo em
pateiada alimentada tem sido feitos em condigles acicliicas (com
volume guase constante) com allmentagdc & taxa constante (YOSHIDA
et alt., 1873 8QENO NETD, 18BF) e gxponenciatl (LiM et wl., 1877.
FOWARDS et =ml.., 18701},

Fxperimentos de aperacdes ciclicas com volume variado
tem sido feitos com fermentacfes de antibisticos (TRILLY et =mi.,
177y & produgio de biomasss (KELLER e DUNN, 1878 & PERINGER e

RLACHERE, 1878). industrislimente, antibidtices e fermento de pa-
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niticagcas tem sido produzidos por varios tipos de processs de ba-
teiade alimentadg ciclico,

WELLES & DLANCH (1876) encontraram um aumento na taxa
de formagao de &lconl com um tipo de alimentacso em puiso., ENDD e
EROUE (18772 trabalharam com meio sintético no qusl &8 glicose era
o substrato I[imitante (10 g/!1), & concentra¢do de céluias no iné-
cuylo Foi de 0,1 g/t (Sacchasromyces cerevisise). Eies encontraram
malores veloctdades de: consumo de glicose, Gxigénio, crescimento
cetuytar & de produ¢io de etanol gquande a concentragdo de glicose
no melo atingiu, sproximadamente, a metade dg concentracio de
giicose no mosto de atimentagso,

ALMEIDA (13BO) comparou 0% processos de batelads e ba—
teiada alimentada na fermentacdo de etano} por Sacchsromyces
yvarum (12 1304). As concentragdes de asgGrares na Taixa de 270
g/t inlblram s fermentagao no processc de batelada convencional.
A concentracdo do etsno!l de 25 g/ determinou o téarming da fase
gxponencial de <¢rescimento e de BO g/l apresentou ums inlbicao
tetal. O autor conciuliy gue 8 condugdo pelo processo de hatelada
alimentada permite evitar o efeito inibldor do agicar (na fTase
Infcial) tevando a uma maisr concentragan de etann] num mesmo pe-
riodo de tempo quando comparada com a cohndugdo em bateladas con~
vencioneal,

BUENUO-NRETO {(188B2) testou a Influéncis da concentragso
thicial de céluias de fermento comercial & do tempo de enchimento
da dorps ne processe de batelada alimentada na fermentacdo alcod-
tica & partir ge mostoe de melago de cana. Segundo ¢ autor: & taxs
de gcrescimento celutar decrescey com o aumentn da concentracio de

cetulas ysadas n0 (héoutlo, cbedecendo uma variagdc hiperbdliica. A



concentracdo de etanol de 56,8 g/1 dev Infcip ac processo inipi-
tario do crescimentn celular. A variagac em massa da producsc de
gtancl com o tempe obedeceu & ums relagdo jinear durante o enchi~-
menio da daerna. A farmegao do produto esteve assoclads ag cresci-
mente cefular, Quando usado indculos tnferiores & 50 g/ (massa
secal?, @ duracdo de fase pds-enchimento da fermentagio, & produ~
tividade em etance! & 8 produtividade em céluias eram funches da
masss de Ccéfulas usadas ¢ do tempo de enchiments dbs tangque. Agp
contrario, usando itndculio maior gue 50 g9/i, 0s paradmetrss acima
citados eram independentes da massa de céiuias no Ipdculo e eram
determinadas unicamente peln tempo de enchimento do  tangue. A
produtividade maxima em etano) era fun¢io iinear decrescente com
g tempo de enchimento da dorna & o rendimento afcdolico tendeu &

decalr com o aumeénto da produtividade em etano] .



2. INFLUENGCIA DE PRODUTOS NA FERMENTAGAO ALCOD6LICA

2.7. INFLUERCIA DO ETANOL

O 4&lcopl na fermentagdo, apesar de ser produzida  por
teveduras, exerce também um forte efelito tagico sobre sias, cay-
sande uma intbhigdo do Tipo nae competltiva (ZINES, 1877. GHOSFE e
TY&EGY, 1878; LEADC e van UDEN, 18823, ZINES (1877) reiatou 8 acie
negative do etanol sobre 0 crescimento de leveduras, sendo citado
g decréscimo  n® taxa NADT tivre/NADH iivre como um dos efeltos
mais significativos causados pela toxicidade do etanol. Efelitos
fisicos também foram encontrados por PANOWIGZ, 18B7 {cit. ZINFS,
1877, alterasgids ds permeabilldade ds membrana & decréscimo ns
texa de absorgio de glicose tambem foram atribuidos sao etanol.

No inicio, o8 pesquisadores (NAGDDAWHITANA & STEINK-
RAUS, 1875: NOVAK et al., 1881 afirmaram que ¢ etanvl produzido
grs scumuiado intraceiuiarmente em Saccharomyces cerevisiae & gue
possiveimente essa seria a razdo para o efelto Inibitdério, ji& que
6 etano! produzido fol demonstrado ser mals 1oxRico que 0 agicio-
nagds a0 meio de cultive. isso foi explicado pela velocidade de
produgso de etvanoi uue em fermentagbes "raépidas” ers bsstante
grande nio podende difundlir-se para fora dg celuta tiEo rapidamen-
te wgupanto se formava, acarretande 6 acimulo & a morte de célula
da levedura. NAGOGAWHITANA e STEINKRAUS (1875) também reiataram g
perda ns atividade da alcopl desidrogenase € & gueds da viabili~-
gage em fermentacdes "rapidas”s 309G, 0 gque nko pcorrey a 189g.

Pesquiaas posteriores demanstraram, no entanto, ndoc ha~

ver acamulo de etano! intrascefutarmente. Os resultados impranrios



gos primelros autores forem atribuidos & inadequacidade da amos-
tragem das céiulas e artefatos na medigdo de etanpt (GUIJARRD e
LAGUNAS, 1884, DASARI et 1., THBE:. DOMBEK e INGRAM, 1887). As
seguintes evidéncias confirmam esse fato: a) as taxas de etanol
gue saem da levedura seguem cindtica de primeira ordem, sendo n-
gensgivel a presenca de estruturas eandlogas ao etanoc! ou drésticas
mudangas de pH., 1580 slUgere que ¢ etancgt permelia ng membrana ¢g~
tutar de isveduras sem envolvimentno de qualguer transportador. b))
@ taxa de saida de etanp! parece malor do que & habilldade da cé~
fyis em produzir etanc!, indicendo que & Impossivel haver acimule
g8 etanoi intraceiular. c) a concentragso de etanol intracejular
medida & similar a gencentracae no melo de cuitivo guando wLili-
zatta uma técnica apropriada (GUIJARRD & LAGUNAS, 1884,

GHOSE (1978) comprovoy que altas concentrages de eta-
nol (87 gfl) produzem &8 cessa¢do do crescimento e acima de 114
g/1 n&c ha mais formagho de etanoci peia céiula de Saccharomyces
cerevisiae. 0 autor descreveu As seguintes equagdes parsa a inlbi-

¢H0 peio stansi em processo de batelads:

U o= um (I1-P/Pm)
vV = ¥m (1-P/Pme)
Gnde:
P = gancentracho de gtanol (g/17)

ym ~ taxs especifles maxima de crescliments.

¥ym -~ taxa especifica maxima de formagio do produto.

g =~ taxa especifica de crescimento.

Vv ~ taxa especiflica de formagao do produton.

Py - Concentracdo de etanct méxima aclma da qual as céiulas nao

crescem (g/i7.
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Pme— CoOncentragho de etancl maxima acima da qual as células ndo
produzem etano! (a/13.

Ambos: P/Py = O {(h—1)

MILLAR et =l. (1982) afirmaram que 8 inibigio de enzi-
mas glligoliticas por concentracies slevadas de etanoi (12% v/v)
pode ser reponsavel pelo declinlo da taxa de fermenta¢do. Trabe-
ihnos posterlores COMPPrOVEram gue mesmo cessando a fermentagdo s
ativigade da hexoquinase & Ficool aesidregenaéa se mantiveram ai~—
tas, Dom 1880, 0S5 @utores sugeriram que & cessacio da fermentagio
pela ievedura nie ofcorreu devido & inativagdo das referidas enzi-
mas (LAVRE et ad., 1984. ODOMBEK e I(NGRAM, 1887).

HAYASHIDA et wl. (1874) trabalharam com Saccharomyces
sake ¢ formacho de altes concentragdes de stanol {20-21%) a 20°C
gentros de 20 dias, com 8 adiG¢Ro gradual de sacarose. Acidos gra-
xoa insaturados foram os fatores essenciais para produgio de tao
aitas concentragdes, sendo portanto, o metabolismo jipidicn o fa~-
tor essencial para produgio de altas concentragdes de etanni  em
sake. Segunde LEAG £ van UDEN (198BS o stsnol) inlbe a8 células de
saccharomyces cerevisiae atetando a taxa especifica de crescimen~
to e producho de stanc!, H& intbigdo do trangporte da gliicose por
mudancas dos tipideos da membrana cltoplasmatice, e ¢ grauy de
inibigho fica dependendo, da solubliidade lipidica do alcoot e do
tamanho molecular deste {propano!, etanni, butasnoi, etc).

tipideos (BEAVAN et =l., 188B2: GASEY et al., 1884; THI-
MAS et wml., 187H), @& oXigénio moiecular para & blosintese ¢o05 14~
pideos (ANDREASON e STIER, 1854, BUTTE et wl., 1880 BUTTE e PY-

LE, 19823, em muyitos tipos de moestos fermentados oriundes de fer-
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mentagao alcodlicea, tem sido essenclalis para & manutencdo da ati-
yidade de altas taxas de fermentacdo. Sem eiles, hd um decréscimo
progresslve de producdo de etanol ao longo do tempo de fermenta-
£8¢6 guando este ¢ acumulado ne caldp (CASEY »t =d., T9H8B. INORAN
g BUTTRE, 188B4. HMOULIN et =al., 19849).

DOMBEK & INGRAM (198Bb) estudaram o efeite do jon Mgt?
na inthigao ds fermentagdo pelo etanol em Sagccharomyces cereyi-
stae. A suplementacdo de .5 mM de fon Ma*t prolongou & fase ex-
pongncial de c¢rescimento, resultando num aumento de biomassa e
reduganp do tempo para conversdo de acGcares em etanol, sem perdas
no rendimento tedrico (898%).

VEGA et al.(1887) estudaram 0 efelto do guantidade do
Indoculpo de Saccharomyces cerevisige sobre a inibicdo da ferments-
¢50 pelo etanc! e conclulram gue o aumento do Indoulo diminuiu a

seyveridade da inibigdo. & concentra¢ko do substrato em nivel elg-
vado pode atuar sinergisticamente com o etanoi causando uma forte
inibieso da farmentacsdo, sendo este afeito diferente em fungdo do
agbcar em questao (MOULIN &t =wl., 19BD2.

LETORNEAU e VILLA (71887}, estudando o cresciments de
teveduras de panificacao am mosto de beterraba, afirmaram gue @
toxicidade do etanol pode ser diretamente ligada a concentragdo
iniciai do substrato, Us autores atribuiram ao efelito da presssio
gsmotica do  substrato, como efeito téaxico para cresciments das
céiutas de leveduras e redugSoc das taxas especificas para produ-
¢i0 de alconl. A partir da concentragido de 7117 g/t em mosto ds
heterraba & Taxa especifica de crescimento sofrey queda signifi~-

cattva.



2.2, INFLUENGIA DOS ACIDOS DRGANIGOS

varios 8&c 09 &cides orgénicos gue exercem influéncias
negetives na Fermentagso & cresclimento das lteveduras, tais somo:
dcido  acético, propidnico, butirico, Isobutirico, valérico (SAM~
S0M, 18553 acido formico, 1atico (MAIORELLA et al., 18833 &ci-
gos octandico & decandico (LAFTON-LAFOURCADE &t =l., 189B49; VIEGAS
et mi., 1888,

Segundp SAMEON (1955) esses acidos contem algumas pro-
priedades ¢ caracteristicas importantes com refagso 808 efeitos
inibitbrios: a) ndo especificlidade;: podendo aﬁlr de diversas for-
mas {atividade pactericida, hemolitica, Inlbigio da taxas de cres-
cimento de teveduras, etc.). b) a¢ap mais intensificade com au-
mento do0 comprimento de cadeia, como sxempio: acide octandico 6
mails térlico que o &cido butirico e este mals toxico dque acido
gcatico, paBra as céluips de leveduras. ¢) ndoc hd agio inibitérie
significante com rela¢io & forma das cadeiss n— ou is50. d) neces-
sidade de um grupo pofar. &) redugic ds acdo inlbitéria aquando
grupo hidroxilico ou carpoxilico & introduzido na parte hidrocar-
noneto da molécuta, f) reversibilidade com uma diminuli¢ao da Ini~
bitcdn na fermentagho por simples lsvagem da ;éfuia. 0 autor des-
tacoy 8 importincia do processo ative de acumulacio de fosfato
pela celuia de tevedura, na forma de prtofosfato sendo convertida
para metafosfato no meio intracelutar guprinde fosfate para sin-
tese ¢e coenatituintes mais compiexcs., 0 sutor demonstrou também &
inthicso do acdémule de fosfato peig cétula devide ao acetato, bu-

tirato & o pctanate sendoe este Qitimo ¢ infbidor mais efetivo,
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MAIORELLA et a). (1883) discutiram o mecanismo 48 ini-
blgdo para os scidos acético, farmico & latico: sengo encontrads
para todos esses Acldos uma inibigio por interfa&ncia gquimics das
fungtes de manutengio das céfulas. No casod do acetato sste & s0-
fdvel nos fipidess da membrang celuiar e inibe por interfer@ncia
quimica o transporte de fosfato através da membrahe, A interfe~
réncia do &cldo acético resulta no aumento do ATP requerido pareg
satas fun¢des. Comp caracteristica tipica desse tipo de inibigan,
gcoarre um decréscimo da producdo de células enguanin aumenta a
producio de etancl, devido ao aumento de ATF disponive! para as
funcdes de manutengdo. & relacdo ufV (taxa especifics de cresci-
mento celuiar/taxa especifica de formacio de produto) decrasce
com o aumento d& Concentracao do initbidor. A morfolpgia da catula
ds ievedura & slterada torpando~se irregujar e alongada.

0 acido farmico tem uma solubllidade Ilpidica simitar
ap &cido acético, sendo provével que o mecaniamo de inibigdo sejs
ldéntico. © acldo latico contém um grupo hidroxilico extra, &
mutto menos eoldve! em lipideos gque 08 acidos foérmico ou acético
& & iniki¢l30 ocorre em concentracdes mulito maiores (10-4D a/t?
(MAIORELLA et =1., 1883).

SAMBON (18BB) afirmou qup n acido 15tice no inibe o
transporte do fosfato. Entdo, o mecanismo exato da inibhiclo des—
te &cido & provavelmente diferente do mecanismo do scido ascéticao.
Segundo MAIORELLA et =l. (1883) a denstidade celuiar decresce, en-
guanto & taka especifica de producdo de Aicoo) aumenta {de 0,88
para 0,B h™1), indicandc alguma forma de interferdncis quimicea 4o
dcido latico coem as fungBes de manutengio, requersndo aumento de

ATF.



CASSI0 et a1, (1987), fazendo crescimento de
Saccharomyces cerevisiae &m meio contendo Sclido tatico, encontra-
rem um aslistema de transporte simuitdnec ("Symport™) préaton-lacta~
to com ume estequiometria de 1:1, ou seja, pars cada lactato gue
gntra na cBiula sal um proton. A taxa de acumuio de isctsto ne
interior da cétula vail depender dga variagio do pH de um !lado para
sutro da menbrana, através da seguinte relagio:

Ltactato ¢ tH*3 %

Lactato £  [H*3 ¢

gy log da taxa de aéémuta de factato = {(pH dentra - pH Ffora?
onde: f = fors & d = dentro

Sendo o pH dentro, uma constante, o 1og de taxa de ach-
mutacdo de lactats contra o vaior de pH extracetuiar deveris as-
tsbetecer uma rets de inciinagdo um, Entretanto, a relagso ndo
foi iinear e o &ngulo de curva lodaritmice decrescey com o pH, o
gue Foi sxplicado peio decrescimo go pH intracelylar gquando o pH
gxtraceiular fol mals baixo., Egste sistems de transporte simuitd-
neg ("Sympart™) proton-iactate foi testado para D-tasctato, L-tac~
tato, piruyvato, propionato e acetato, sendo todos esses aceltos
peto sistema. Crescimento de Saccharomyces cersevisiae em melo com
0,8% de glicose promoveu repressio do sistema de transporte 1=
muitadneo {"Bymport™) sendno esse somente detectiavel gquando a gii-
cose foi totaimente consumida.

CASSIO0 et al. {18B7) utilizaram calulas gue tinham sido
crescidas em melo com gilicose e portanto, sem o sistema de trans-—
porte simultinee proton-Jactato, pare estudar & cinetica dos Sci-

gos nao dissociados a diversos pH, A forma nso diasociadae do aci-



go 14Tico entrou na céltula de levedura por simples difusio, sendo
gue a permeabtlidade para o referlido Gcido ndo digsociado aumen-
toeu de ¥torms exponencial com o asumento de pH. A& constante de di-~
fusag aumentou 40 veres aquandoe o pH fol aumentado de 3 para B,
tase fol confirmado por PAMPULHA e LOUREIRD (188B39), sendo engon-
trads ums permeabilidade passive mais alta para o 4c¢cido  acético
na membrana plasmatica de Saccharomyces cerevisiae guando ¢ pH
foi aumentads, havendo também um malor efeito téxico nag fermenta-
Gap.

INOQUE et al. (18862) em estudos com "sake”™, mostraram
que diferentes {inhagens de leveduras scbreviverém & vconcentra-
pdes  de 20-28 g/1 de &cido tatico, enguanto que MAIDRELLA et al.
(1883) obaservaram um desréscime de 80% na popula¢sa final deg
Saccharaomyces cerevisige crescidos em melo sintético com 40 g/i
de acido laticn., DAESHEL et al. (1888), usando ums culturs mista
de tactobacliiius plantarum com  espécies ge Saccharomyces
(Saccharomyces ceravigine ou Saccharomyces rosed ) em fermentagbes
com suco de repolho, encontraram concentragdies inibitdrias de
deido latico, para o crescimento das levedursgs, & parytr de 2,5
¢/t, sendo o crescimento totalmente inibido (para ambas as espé-
cies de teveduras), a partir de 5,0 g/1.

NGANG &t al. (1888), estudando o efeito do aclidoe tatico
em teveduras na produgdo de &lcool a partir de melaco de beterra-
sa, verificaram gue ¢ e€felto val depender da pressae osmdtices do
melos & d¢o tamsnho do ifnbculo da levadura, Para uma concentiragao
de 5 g/t de &ecitdo tatico houve uma inlbigdo de 30% no crescimento
ge levsdura para D nmelago com pressiao osmatics de 1,3 e 20% pars

melace Com pressag gssmotica de 0,8 com um indeuto de 4x108 cétu-



faa/mi . Para essa mesma concentracdo de &cigo l&tico e com  um
infculo superior & GBX107 céluias/ml, & inibigBo fol de cerca de
5% aproximadamente. Pars 0% mosios gom menor pressio osmdtica &
com a&clido latico na faixg entre 0-10 a9/1, & taxs especifica de
producio  de etanol fot maior do gue nos endaios sem o acido {a-
tieo., Acima de 10 g/1 de acido 1atico houve ums queda permanents
da taxa de produgdo de etanol em fungdo do aumento do acido j&tTi—
co, Para 08 £§50s de wmaior pressio osmbdtice a taxe especifica ge
produgso de etanol fol Inibida 8 partir de 2,5 g/t de scido 1ati-
co. Quando ¥oi usado um Indcuto de 3x10% céluias/ml & taxa espe-
citica de producdo de etanci fol menor (0,8 h™1) gue com inédcule
¢e ©.107 cétutas/mi (1.0 "V pars uma mesms concentragio de 5,0
a/} de Gcido latico.

VEGA et al. (1887}, em um processo de produsso de eta-—
g0t com celulas de leveduras Imoblitiz2adas, utilizaeram acido acé-
tico pare inibir 0 crescimento celular e conseguiram um  aumento
ng produtividade de etanol em mais de 50%. A concentrac¢do de &cti-
do acético de O.7M levou & uma malor produtividade de etanol e um
dacréscime no rendimento cetular, Goncentracbes Inferlores ou
muito superiores s 0.1M diminuiram a produtividade, 1880 ncorreu
gevido a0 aumento na energlia de manutengdo requerida pefa culty~
F&, tevande a ume gueda da taxa de crescimentn & methor eficidn—
cia na conversdo de glicose em etanotl,

Recentemente, alguns pesquisadores tem demanstrado  um
efeito sinergisticoe entre stanol e acidgos orgdnicos, podends ex~
piicar a inibigéo dag fermentac¢ac pelo alcool produzido. PAMPULHA
e LBURFEIRO (188%9) afirmam que 0 acido aceticn potencia, junfa“

ments com o etanol, 0 efeito taxico sohre a fermentagio. VIEGAS
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gt al. (1388) demonstram que 03 acidos vctandico € decandico em
asaoclagdo com o0 etanol reduziram a taxa especifice maxima de
ereaciments de maneirag exponencial, sendo & forms dissociads do
acido, @ mals Yéxica, & o &cido decendico mats téxico qgue o pote-
nhlen. TEREZA-RAMOS e MADEIRA-LOPES (1830) afirmaram gue cohoen—
tragbes acima de 1% (y/v) de acido acético diminuem a tolerdncia
ag etangl gdiciongade & estreitem a faitxa de temperaturs para
crescimento  de Ssccharomyces cerevisige de 3-42°C para 18-289C.
0s 4cidos acético, cctandico e decandica 80 formados  juntos

com o etano! durante & fermentagle por Saccharamyces

cerevisias, sendp e3sa& uma das provaveis causas do efeito mais
téxice ¢p etancl produzido em retagho ao adicionado na fermenta-

gabn.
3. MICROFLORA BAGTERIANA DA CANA-DE-AGOGAR

Em geral, o0s microrganismos contaminantes nas usinss
que processam cang—-de~agdcar, provem do solo, acompanbando a8 cans
a6 & industria, sendo causadores de Varios distarbios em dife-
reptes etapas da produ¢do do slcoclt. AP, bpcorre ume SuLessdo gse-
fetiva da microfiora bacteriana desde g cana coihids até o mosto
fermentado, Devido & compliexidade do aasuynte torna—se importante
yma analise levando—se em conta as diferentes etapas do processn,

DULGAN e COLMER (18B4), isoitando 188 bactériams de cand
ge acitcar aderlidss 803 coimos, felhas e raizes, enconiraram como
maisg freguentes o3 seguintes: Leuceonostor sp, Beclilus subti-

fie,Agrobacter cloacae, Aercbacter sercgenes, Escherichia coli e

Pactobaciitys plantardm. O némero de células bacterianas totais
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foi de 109 ~ 108 por grame de cana. BEVAN & BOND (1871) identifi-
caram Lesucongstoc mesentercides, Baclllus cereus & Pseudomonas na
cana d& a¢hcar,. Apds aproximacamente duas horas do corte mecani-
2680 as bactérias mals freguentes foram Leuconostoc, Xeanthomonas
e Aerabacter,

6 processo de gueims da caha-de—agacar parece nso ser
favarsdve! guanto & reducic da contamina¢an bactertans, 1& que
dgiminuluy a5 barreiras fisicas dos tecldos vegetais, tornande es-
tes mpls susceptivels a0 atague bacteriang (EGAN, 1885: STUPIEL-
£0, 1882). FERRAR! e BODELLA (31877) mostraram gue 038 cpimes de
cana gueimados & cortados Inteiros, passadas Guags semanas apre-
sentaram & formacio de dextranas. N3o ocorrendo © mesmo com & £a—
na nsoc queimada. A forma como 8 cans & colhlda tambaem pode aumen-
tar o4 N30 a contaminagio. Quanto matar & Injorig dos  tecidos
causads pelos cortes, Oou sumento de areas expostas, malor também
serdéd o gray de contaminsgdo., Neste aspecto a colheita manual pa-
rece methor do que 8 mecanizada, J& que @& segunda promove ¢ corte
da cana em toietes curtos (BEVAN e BOND, 1871).

Segunde EGAN {(18B8B) & deterioragho apds & coiheitls me-
canica ocorre em madla passadas BO horas, snguanto dque ng  corte
manyal a deterioracdoc ecorre apods 70 horas,

s f{ongos periodos de armazenamento da cana contribuem,
saguramente, para perdas de aglicares devido 8 atividade dos  mi-
crorganismos {STUPIELLD, 1882 AMORIM e ODLIVEIRA, 1882),

0 periode méximo toleravel) ird depender de ailguns fato-
rea  ocomo: condigBes ambientals, apaca de &no, ete; porsm nenhuma
gvidaencla de dextrana tem sido encontrada em cana-ge—agécar cor-

taga com 10 horas (ANBNIMG, 18712,



TR L R r o Amea et T A, AL LR R R o) hagtérias £ cana
ge aghGcar srmazenada em periocdos d¢ dlas guentes &€ imidos deteg-
tou etevagic na coptagem podendo atingir até 1% pactériesalg de

cana.
4. MICROFLORA DO GALDO DE CANA

Uma das carscteristicas do caldo na etapa de mpagem & 0
salxn pH, razao peld gual 08 microrganismos mals freguentemente
isglados S50 espécies 4o género tactobacliius e Leuconostoc, ai~
ramente tolerantes aos baixos pHs & 8% concentracoes ejevadas e
agficar. Algumas espécies Ues3€3 géneros podem possuie capsuias de
potlssacarideos, € excrelam gomas extracelulares queg protegem as
chiutas contra os efeltos dg temperatura & 8GR0 de produytos qui—
mices (TILBURY, 18782. Também s50 encontradas comumente bactérias
ds famitis dos Actinomicetos e 403 g8neros Enterchacter,
tacharichisa, Frwinls, Flavobacterlium, Micrococcus, Serratia e
StreptocnccCus (PEDFRSON, 1838; PEDERSON e HUCHER, 1848; MacMASTER
e RAVYND, 1875).

LiIMA et al. (1974) ldentificaram em calde hruto, caide
miéte e agua de embebl¢ao, jevedurass go  géneros Candida
(g.diduntl, ©. fablani, G. Intermedia), Rhodotorula (R. palidas,
B. rubral), Hansenulsa polymorpha, Torulopsis nosvegica @ Trichos-—
poron gutansum). Asg hactérias: teyconnastoe citrovorum,
tegconostot dextranicum, Leuconhostoc mesenteroides, Aerpbacter
serggenes, Bacitius coggulans, macillus circutans, Bacillus
megatherium, psgudomonas incognita & parocolobacirum aerogenci-

ges.
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TILBURY (1875) anaitisou a deteriocracao de caldo de cana
durante 10 dias em condigcdes naturais. 0 caldo continha alam das
pactérias 1aticas, um nimerc signiflcativo de outras bactgrias,
porém sstas eram mais sensivels as condigoes acidoefitas do caldo,
30 glas - Bacillus, Achromobacter, Flavobacterium, Micrococecus,
Fagherichia ¢ofi. As taticas mais fregquentes foram: Leuconosloc
meﬁenteraidas, Leyconostoc dextrenfcum e Lactobacilius plantarum.

Uma andlise recente fol feita por HILVA {1988) onde foli
eatudado o caldo de cana previamente clariflcado & pasteurizado,
examinando 0 efeito da torre de resfriamento sobre o0 Ccajdo de ca-
na. Pars 1850 a autora estudou a micrﬂflora na entrada e saida 48
torre, sendo constatado na entrada um predominio das bactérias do
género tactobaciilus (45%), seguido de espacies da famiiia Micro-
coccaceae (17%) € leveduras (17%), Leuconostoc (B%J & Bacillus
{(3%Y, N seida foram encontrados o5 seguintes grupos em ordem de-
crescente: Lactobaciitus (30%), Microccaceae {(28%2, Leuconostoc
(18%), levsduras (7%} & membros da famitia Enterobacteriacese
(2%). A auteora conclule gue & populacdo microbiana do caldo mos-
trpu~se predomihantemente bacterliana, Gram positiva e [5tice. O
contaminante mais frequente foi Lactobacli!lius (38%) seguido de
pgctérias pertancentes & familia Microcnccaceae (23%) dos quais
28 ,.5% pertencliam &0 génerp Staphylogcoccus, em seguida Leuconostoc
(12%), leveduras (12%), Baclijus (3%) e por Gitimo bactarias Gram
negativas {(familla Enterobscteriaceae). As cepas de jactobacllos
foram predominantemente heterofermentativas (88%) & termodiricas
{78%). As espécies meis frequentes foram Lectobacilius fermen-
tym/reutert (47%), Llsactobaciiius confusus (18%), Lactobaci|lus

viridescens (11%), Lactobscitlus brevis/buchneri (4%) e Lactoba-
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ctiius plantarum (2%).

Com reiag3o 8 estimativa da carga microbiana encontrada
ne calds de cana, Mac MASTER e RAVNG (1877) apos 3 ancs de ava-
tiag&n guantitative das bactérias encontradas em caldo dg cana
registraram indices de 4,5x107 células/mi  (desvio padrdo =
1.78x107) e 2,83%x107 células/ml (desvio padrdo = 1,81x107), res-
pectivamente em caldo bruto e caldo misto. THLBURY {1875) demons—
trpy ser estes indices hastante influencliados pelo estado e tempo
de estocagem de cana phs-colheita, fndices de 107 a 108 cetu-
ias/mi foram encontrados até o quarto dis de estacagem, sends que
o cajldo com 10 dias de incubagho apresentou—-se até menos contami-
nago €108 célutas/mt),

SILLIKER et =al. (18B0Y estudaram bactéerias ne caldo
misto, chegande & obter resultados baslante vartades 1092 & 107
cétutas/mi, 18s0 guando & cana ers sadia, sendo que quando havia
um periodo de estocagem multo iongo, pedia—-se obler cantagens em
torno de 108 cétutlas/mi,

Uym &amplo estudso sobre & carga microbiana encontrada no
caido de cans fol feito peia egquipe da COPERSUCAR, SP (CENTRO
TECROLAGICD OCOPERSUCAR, 1H83a): abrangendo 12 usinas cooperadas
gurante o safre 82/83, sendo encontlrados valores menores queé 197
céiutas/ml no caldo misto., E importante salientar gque nessas usi-
ngs 0 controle do pH foi fater importante para 08 indices encon—
Arados.

Nos equipamentos de extragdo de caido {moendas, caixa,
senetra & tubuiegio) ha sempre focos de contamingdo por Dactérias
t4ticas, pois amostras retiradas no trajfeto (proximo da sulfita~

gao € catagem ou do tratamento téarmico) apresentarsm contagens



suyperiaeres 38 do caido misto, ocorrendo tambem [lgelro ahaixamen-
tg do0 pH (CENTRO TEONOLOBICO COPERSUCAR, 189B3a).

5 catagem ou, sulfitagdo & calagem, sequidas do trata-
mento tarmico permitem uma reducdo substancial na contagem micro-
niana. Dessa forma, 0 mosto preparado com cana assim tratads ¢
méts apreassntam contagem sempre inferior a 5x108 microrganis—
mos/célula, sendo predominante o grupo das bactérias laticas
(CENTRD TECNOLAGIDD COPERSUCAR, 1883b).

S1LVA (1888) fazendo uma andiise microblologlca do cal-
4o na entrada e sajda da torre de resfriasmento registirou uma con-
tagem total de aerébios (PCA - DIFCO) de B,6x700 ufc/ml na entra-
da da torre pars 2,2x108 ufe/mi (unidade formedors de coldnia/mi)
neg Szids, um aumento de mals 30 vezes e & contagem de bactérias
4ticas (MRS ~— DIFCO) de 6,7x108 ufc/mi (entrade) para 1,2x10B

ufe/mi fsaida), uma elevacdo de guase 20 vezes.
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5. MIGROFLORA DO MELAGD

0 meiach & um subproduto da fabricac¢ao do aghcar, sefdo
que multas destliasrias anexas preparam o mosto gque val pare a
Fermentacio, @& partir do melago diluido com caldo de cana 0u
agua.

ALMEIDA (19BB) afirma gue o met & fundamentafmente es-
tave! podendo ser estocado por 1ORS0S perinpdas desde gue o siste-
ma de armazenamento sejs correto. A decomposigio do mesme, segun-—
do o auter, & causada por varios fatores que atuam nos depds)tos
durante seu armazenamento, entre eles a infiitragdo petls agua das
chuvas, com & ¢iluiclo do material, torpando-o muito mais suscep-
tivel ap atesque Gos microrganismes. Temperatura elevada, contate
com oxigdniao, altura dos reservatorios e pH finai do me! S&E0 oy~
tras variaveis que podem influir np armazensmento sadio do melta-
e,

segqundo OLBRICH (1860, apesar ¢e sua pobrezs em adcido
fﬂﬁ%ﬁriCﬁ, p meiago constitul um bom mei¢e de cultura para inime~-
ras microrganl smos. Desses merece atencdo o Leuconostoc formadar
ds goma dextrana, um aglomeradoe gelalinoso gue gificulta o das-
srendimento ¢e GOz €& proveca entupimento do encanamento e Tii-
tres.

GLIVEIRA (1882) confirmouv a establilidade do melago € 2
sys vulnerabiitdade as chuvas, mencionadas por ALMEIDA (189BB) e
OLBRIGH (18980), porém adverte gque as chuvas afelam apenas & cama~
ds =auperficlal, apesar dos prejuizes nEo serem despreziveis. O
aytor encontrou fungos, leveduras e bactarias nessa camada suyper-

ficial.



HONIG (1889) afirmou que & hidrdlise comprovada d8 s8&-—
carpse ¢ as perdas de aciucares totals esncontradas no melaco, mos-
tram 4gue @& alterag30 greduatl de composicdo do melago, enguanto
ests armszenado, deve~se& ao conjunto de rea¢des guimices e, pelo
menos  em parte, microploinglicas, devido a atiwvidade de microrga-
nismng osmofiifcos, Sequndo o autor o8 microrganismos do0 meiago
resistem &m parte as operacBes de fabricacio e s3o0 introduzidos
com o calido ou se incorporam 80 meiago durante o armazenamento.
Ne caso g0 Baciiius subtliiis este procede da contaminacae pelo
ar.

50UZ8 et al. (1B77) trabalhande com meiagn de acGear
gamergra & ¢ristal, encontraram o©s gBneros de Bacillus sp.,
Enterabacter, Micrococcus 6 Sarcina, sendo respectivamenie nas
seguintes proporgdes: 20:4:6:1 (Demerara) e 2B:1:6:1 (Crilstall,
aphs 3 anos de estocagem. 08 gutores conclulram gue ess8es micror-
ganismos 8e encontravam em baixo némeroc, juntamente com alguns
fungsos Aspergiiius e Peniciltium, atribuindo isso a ajlta concen—

tracio de acécares praesentes no melago (84%9Brix}.

8. MICRORGANISMOS PRODUTDRES DE GUMAS

NEVES {18383 stribuiu ao Leuconostor mesenteroides
fgrmacgio de dextrana, conhecido como "canjica”, comum em fermen-
taehes de caido de cang no Brasil. EGAN (19BB) retatou que, em
1885, cana cortads e mantida estocada durante a noltte aumentava
em 50% o conteddo de goma. As perdas de acacar sram consideraveds

sg a cana fosse estocaeda mals de deis dias antes da moagem,



A qoma pode pbstruir trocadores, cenallzagoes, centri-
fugas, ocasionando sindes floculagho do fermento com perdas de cé-
fulas de ievedurss presss a este meterial, precipitande ns fundo
das dornas (AMORIM e DLIVEIRA, 1882). & filocutacdo do fermento
dgevids & goma pode acarretar perdas no rendimento alcodliico. SER-
HA et ml. (18780 observaram um decreéscimo de 15% no rendimento da
fermentacha, A&s fermentacfes hormais apresentaram um  rendiments
de gercs de 90% e com 8 occoerrénciag de contaminagado, este ia de-
grescendo continuamente atingindo cerca de 75%.

TILBURY €1877) & AYALA et =}, {7977) conslderaram o
Leyconastoc mesenteroides o principal agente causador de formagac
de goma, € refataram os problemas goperaclionglis causados Como au-
mento da viscosidade do caido dificuitando a clarificacdo, evapo-
racho, cocgBo e cristatizagdo, alem da dextranag influenciar na
polaridade dos c¢ristais de sacarese, J& gue a dexirana tem uma
polarigade superior, afetando assim as propriedades dos cristals
da S8CArase.

SiLVA (18BB), estudando caldo de cang, eanconirouy um
predominincia de Leuconostoc formadores de goma (73%) correspon-
dgendo a8 espécies lLeuconostoc mesenteroides, subespacie mesente-
roides £(50%), subespacie dextranicum (23%) € o Leuyconosotc
paramesenteroldes (27%). 0% grupos Lsctobacitlius (lactobaciilus
confususy € Baclilus também apresentaram—-se como foermadores de
goma,

GALLY 19817 encontrou os seguintes microrganismoes for-
magdgores da goma tevana em usinas: gacillus, Rerobacter e

streptococous. DUCAN e COLMER (188647 isgiaram Fnterabacier



asrogenss e Enterobacter cloacae sendo considerados pelos BuUto-
ren, migrarganiames produtores de goma.

Segundo CLAUS e BERKELEY (1BBB), diversas espaeclies de
Saclifus &&0 capazes de produzir tevana oy dextrana, & partir de

sgcarose como Bacitius subtiiis, Bacilius tlicheniformis e
Bacillus polymyua.
7~ CONTAMINAGRD MIGCROBIANA NA FERMENTACXO ALCOGLICA

Gontaminagdo & ¢ fendmeng pelo quai, em ume fermenia¢ao
alooélica, o nomero de microrganismos infectantes atinge niveis
gye s50 prejudicials & produgdoc de etanol. A diminuigdo da produ-
g0 de &icool pode ser causada por diversos motivos, tals como:
consump do achcar peios microrganismos Infectantes: consumo  de
gtanol f{(comp ne caso das bactérias acéticas): morte das chlules
de ievedura por toxinas lancacdas no meio (4cidos por exempiol:
perdas de células de levedura no fundo das dornas ou nas centri-
fugas causada pels flocuiagdo do fermento: €, formag&o de goma
sor bactérias (AMORIM e OLIVEIRA, 1382). Uma boa revigdn aobre
infeceho na fermentacdo fol felts por SERRA et al. (1878)

Ng Brsalt foi NEVES (1838) gquem pelia primeirs vez rela-
toy a infecedo ou "scidente da fermentacio”, sendo encontradss as
fermentacdes acéticas, laticas, butiricas e da dextrana. 0 auler
descrevel 065 principals sintomes caracteristicos de cada fermen—
tagso devida 808 coptaminantes, A fermentagdo Islice apresentava
acigez crescente no mosto £ diminui¢3o da tiberacdo de g&s carbo-

nico. a2 +Jermentacho butirica era bastants caracteristica pelo
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gdor Dutirico, cor enegrecidas do mosto e diminulc¢do da iiberac¢ao
de gas carbdnico, A fermentagdo da dextrana formava uma massa ge-
jatinosa gue flutuava no mosto durante a fase tumylluosa ga fer-
mentaciec e depositava-se no fundo da dorne ac final da fermenta-
Lan.

ALMEIDA €7924D) citou as fermenta¢bes scidentels descri-
tss por NEVES (183B) e relacionou & fermentagse acérlcy cem &
nresenga deg moscs Drosephila. GALL! {1851) relacionou a fermenia-
¢5n acétice aos géneros Acetobacter e familia Pseuydomonadaceae:
fermentacdo latica aos géneros Lactobaciilus e Streptococcus: @
fermentacso butiricas ao género Cilostridium, @ farmagac d& goma
dextrans ab Leuconostoc mesenteroides & & goma levana &aos qEneros
Bacillys, Aerobacter & Btreptococcus.

SERRA et al. (1378) estudaram & fioculac¢do do fermenito,
sendn isolados de pequenos flocos comppstos por celfulas de leve-
durs € bacteéeria, & presenga d¢ especies de Becitius., Foi retata-
¢, em espscial, uma pactéria resistente ao sdcido  sulfdrico,
gpontada como agente causal, O Sporoiactobaciitus inuilinug. 08
autores discutiram 0 mecanismo da infecgio atribuindo & uma rela-
¢30 com a qualidade da agus utilizada na lavagem da cana. B re-
circulacho continua das aguas restduals permitiu a glevagao da
contaminacio apresentando indices de 2x10% microrganismos  to-
tais/mt.

AMORIM & DLIVEIRA (1882) destacaram 08 microrganismos
responsavels peio fracasso de fermentagd3n aigoolica como pertan~
centes ans ganeros: Acetobacler, tectobacitius, GClestridium,
Bacillus, Aerobacter, Streptococcys ¢ Leyconostoac. 03 autares gs-

taheleceram ums carretacio entre acidos do vinho e quedsa no ren-—
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diments alcbolico, sendo encontrados os rendimentos mais Dbalxos
(B0%) para vaiores de acldez entre B a B g/1. 0 autlor também men—
cions @& importincias dos bastonetes na infecgdo, guanto maior &
norcentagem destes no total de bactérias, menor o repndimento da
destitaria. Us cocos sao mais faclimente controlades pelo uso de
peniciling que 08 baatonetes, porém Se eles esliverem em grande
gyantidade, georre  abalxamento no rendgimentc per dols moTivos:
suymento a8 viscosidade do vinho, scasionando uma masior perda  de
fermento no vinho turbinado, e malor consumo de acicar desviangdo
eate dp producac de aicool pare outros compostos gue podem Inibir
a fermentagdo.

ALTERTHUM et al. (18B4, 1985) utilizeram & técnice de
reciciagem de céiuias na producdoc de etangd (anajogamente a8 USI—
naa) e relataram a perda de rendgimento aicocilico nB&as termentacdées
contaminadas poOr Dbaciips & cocos sendo o primelro mals grave,
responsavel também por uma maior morte das feveduras.

RODING  ¢(1885), estudando a microfiera do mosto fermen~
tadp em usinas de &lcool, encontrou uma maior incidéncia de bas-
tonetes esporutades 62,0%, Lactohacitius 3% & Leuconostoc 1,5%.
Farem sncontrados indices de 107 ufc/mi.

GALLD (1888) rejaclonou 03 grupos mals freguantements
enconitrades gque, na sua maioria sio do tipo Gram positivos: Leuy-
conostoc (Leucpnostoc mesentercides e teuconostoc dextraniocuml:
tgctopacttius ¢ Lactobacliius plantarum, Lactobaciltiusg casel,
1sctobacitius  sacldophilus, Lactobaciilus bulgaricus, Lactobactl-
tys Fermentum, Lactobaciflus brevis e Lactobacl fus confususy;
Baciliug ¢ Bactitus subtiiits, Beaciilus gtearathermophnl tus,

BRgeolltus coagulans, Micrococcus ivige, Streptococcus iactls @&



Fnterobacter agrogenes.

i asutor referlu-se aos grupos lLactobacitius e Baclllius
como 08 microrganismos predominantes nas dorpas de fermentacgdo,
seguidos de Micrococcus, Pediococcus, Streptococcus, Staphylococ-
cys & Leucongsloc.

Fm  destilarias de "whisky" escocés, onde ¢ processo de
fermentpcaoc alcodlica também & feitop por levedurss, a presencs de
bactérias cohtaminantes também ocorrem &, Lactobaciilus & td8c¢ co-
mym oue a Ffermentacdoc & gonsiderada um misto snire tevedura @
tgctohacilos (BRYAN e JGNES, 1975). Segundo DOLAN, 1B78 (cit. por
BAANBOUR e PRIEST, 188B), esses contaminsntes geralmente Crescem
no  Final da fermentagdoc as expensas dos produytos de autblise da
feveduras e essa fermentagio latica & considerads bensfica. Se ©
nrocesss @ fortemente contaminado (malor gue 108  bpact./mi)  as
lactobacilos desenvolvem—se mals cedo e levam a redugdes fnacei~
taveis 40 rendimento aicéoilco.

KAJ] ¢1889) estudou & fermentacdo alcodlica com & cepas
de Saccharomyces éer&v!siae gm condigbes mistas com Dbactérias
isgtiadas de usinas, (s doig microrganismos isclados foram tdenti-
ficados comp: Leuconestor mesenteroldes subespécie mesenterdides
e Lactobac!lius fermentum, sendc cada up des8ses supmetidos @ fer-
mentagdc mista, com cada uma das cepas de Saccharomyces
cerevisias. A sutors conciulu que ambos contaminantes prejudica~
ram & viasbiiidade da tevedura,. ApdHs 0 término das fermentsgces,
entre as bactérias testadas, apenas 0 Lactobac|iiug pade ser re-
guperado através de semeadura em placas. A morte do outrg conta-
minante (Leucenostocy fol atribuida ao efelto adverso do etanol,

gque o 3% foi capaz de reduzir em 50% & velocidade especifica ma~



xima de crescimento {um) e com concentragoes superiores a &6,0%

impliicouy ng interrupgio do crescimento,



MATERIAIS E MeETODOS

1. ISOLAMENTO, TAXONOMIA E BELEGAU DO CONTAMINARNTE

1.1. AMOSTRAGEM E ENUMERAGAD

As amastras uytilizadas para o gesenvolvimento do traba-
ino foram cojetadas no més de agosto de 13988, nas usinas: Santa
pAdéiia CJaboticakal — 5P} sendo, respectivamente, amostras |
(farmentagio continua) e & (fermentagic em patelada alimentaga) e
smostra 3 ~ Usina Moedelos (Pliracicaba - 58).

A amostragem consistiu  na coteta, assepticaments, de
"1elte de fevedura™ utilizando frascos preyiamente esteritizados,
informactes sobre o estado microbioldgice das usinas foram obTi-
dos no momento da coleta,

No lesboratéric fai determinago o pH das amostras @ fo—
ram feltas diluigdes decimalis ats 1078, semesuas em profundidade
nas piacas de Petri (SPECK, 18978) tormando-se aliquotas de 1 mi.
Fpi utllizado o melo MRS (Man, Rogosa & Sharpe — DIFGCD) (MAN et
mlii, 1g80) sacrescentando Actidiona {gicioheximidar U,0i% pars
inibicho de bolores g leveduras.

as placas (em dupiicatas) foram incuybadas a 309G, & @

tgitura feita aphs 72 horas,



1.2, I|SOLAMENTO DAS CGULTURAS

0 isoiamento fol feito trensferindo-se assepticamente
8s coifnias crescidas em meio MRS Agar pars 0 melo caldo MRS, Um
cyldado especiatl foi tomeado nessa etapa, ne transferéncia de co-
jAnias  as mals vartades possivels, a fim de selecionar uma malor
suantidade de tipos diferentes, As culturas foram entao fncubadas

a 30°C por 29 5 48 horas.

1.3. PURIFICAGED E MANUTENGAD DAS CULTURAS PURAS

# processe de purlficagao 0838 cepas isciadas consistiy
na reinoculagioc gdessas culturas do meio Jiguido MRS para o meigo
shlidn (MRS Agar). isso foi felto peio método de estrias por es-
gotamentn, € & incubagdo fol realizada 8 000 num periodo de 29 a
48 hoaras.

As culturas iscladas e purificadas atraves de repicagem
s incubacdo sté crescimento visivel, foram armazenadas 3 1506,
Este métndo de manutengsc fol usado para armazensgem por periodos
curtos (1% a 20 dias). GComo método efetive ¢ dursdouro de manu-
tencio das cepas, fe2-5€ @ tiofilizacia, Este trabaslhg foi condu~
zide na GColegao 4de Cuiiura Tropical da Fundag¢mo Troplical de Pes-
quisas & Tecnologia "André Toselio™, onde encontram—se depoesita-
das. As analises a8 gue foram submetidas as amostras encontram-se

esquematizadas na figura 1.
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FIGURA 1~ Esquema do tratamento das amostras e isplamento das ce—

pas
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1.4, GARACTERIZAGARO PRELIMINAR

A8 caracteristicas preliminares analisadas para CLepas
crescidas em meiogs 1fguidoes € splidos foram: morfoiogla, #rranjo,
Gram e matitidade.

NG crescimento em caldo MHS foram observados: o tipo de
segimento formado {(liso, mucdide ou Ffloculentoe) & presenga de
turvagio ou nao do meio {(PELCZAR, 1B857).

Em meto séiido (MRS AGAR) foi observado o c¢crescimento
das colénias quanto a forma: puntiforme, circular, fllamentosa
oy irreqular; eievagao: plana, elevada, convexs, pulvinada oy um-
hunada: margem: perfelta ou ondulada: didmetre & plgmentagio
(PELCZAR, 1857). Na montagem Gmida de laminas com culturas fres-
cas (24 horas de crescimento em caldo MRS foram observadas @
morfoiogia, arranjo & motilidade das célujas, sendo esta dltima
confirmads posteriormeante, Jjuntamente com o teste de oxida-
cEo/fermentac8o da glicose, uttiizando meto semi—sélide.

A morfoliogia € arranjs foram observsados nos esfregagos
carados para 8 reagdo de Gram, a8 partir de culturas com 29 horas

ge crescimento em caldo MRS,

1.5, IDENTIFIGAGAQ

As chaves ¢& ldentificagio das cepas iscladas £8130 nas
figuras: 2 ~ géneros e subgdneros: 3 - espaécles de Lactobaclilus
neterofermentativos do Grupe Ji e 94 — espécies de Lactobaciliug
netsrofermentatives do Grupo 111 (GARVIE, 14B6. KANDLER e WE IS5,

1888} .
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1.8. TESTES UTILIZADOS PARA A IDENTIFIGAGKD

1.8.1. Gatalase

Com uma pipeta "Pasteur”™, asdiclonocu-se8 ume gota de dyua
prigenada @ 3% sobre as coldnias de 29 horas em meioc MRS e,o0bser~
yhu=-s¢ apos slauns minutos, & producho de bolhas de oxigénio., Ha-
vendoe formagcdoc de bolhas o teste terd resultado positive, caso

contrario o reswliado serd negativo (Man FADDIN, 1880),

1.68.82. Pasgudocatalase

8 reagente de benzidlineg foi preparado com a mistura dos
seguintes componentes: hidroclioreto de benzidinag - 19, acido scg—
tice glactal -~ 20m! e agua destilads — 30 mi. Aqueceu—se para
diasplver o8 iIngredientes, e @pds resfrisments foram adiclonsdos
5 mi de &lcoot etilico 85%. 0 reagente fol armazenade em Ffrasco
escurc ¢ sob refrigeragao. Para o teste, adicionpu-se algumas qo-
tegs g0 reagente &3 coidnias e, em seguida; fgual yolume de 3Sdqua
oxigenade a B%. Apds slguns minutos, as cotbBnias de baotarias
contende heme—proteinas se colorem de @zul esverdeado, sendos nhes-
te casg confirmada a8 presenca de uma catalase Cigasica € nag 0
tipa pseudocatalase, cas0 contraria, auséncia de coloragae — fica

comprovads 8 paeudacatalage. {(Mac FADODIN, 18803.

S



1.8.3. Citocromo ODxidase

Ag culturas lnocuiadas em placa de MES—agar foram incy~
badas por 29 & €B horas, 08 votumes fguais de sbliugdo A & B {ver
formulagoes abaixo) foram misturados e embebidos em um disco de
papei de Tittro & este foi introduzide na placa contendo 8 culty—
ra. {} desanvolvimento de coloragdo azul-plrpura dentro de trinta
segundos foi considerado resul tado positive,

Soluye3o A: N-dimetii-p-feniienodiamina monohidrocioretes
(OMFB) & 1% sm agua & so0lugde B : 2-naftoel em etansi a8 1% (Mac

FADDIN, 1880,

7.8.4, Formacido de Esporos

FPara detectar & presen¢a de esporos utifizou-se a téc-
nica de cpioragae por verde malaguite. Da cuitura incubada por um
certs tempo (30 dias) em meio apropriado {Sporulating sgar — DIiF~
¢0), retirou—se uma aligquota com Buxiiio de ai¢a d8 nigquei-gro-—
mo, preparando-se um esfregaco em |&mina de microscopio. As célu—
fas ¢ o0s esporos foram fixados passando—se a lamina trés vezes
sohre bicp de Bunsen., Em seguida, o preparado fol exposto  por
guinze minutos no corante verde malaguita. Levou—se com agua @
foi feita & contrag~cotoracho, com safranina por vinte segundos.
Mo microscopio aptice comum ¢ &leo de imersdo, @ presenca g€ espo-—
ras & detectada pela sua coloragde verde e as cefuias vegstativas

peta coloracdo avermathada (FIELDS, 18783,

<
=y



1.6.5, Produgao de Gas Garbdnico

Faoi utiiizado o catdo MRS para verificaegio da produgadn
de ga4s a partir de glicose. O melg fol distribuide em tubo de
IBxi50 mm com tampdo de algodS8o. Apdas & insculacmso incubou-se &
3n9¢, colocando-o dentra de um tubo maior de =9xe50 mw junt&menie
cam  i0ml de solugdo saturada de hidrdxide de bério. O tubo maior
foi seiado com roiha de borraches & fim de Impecdir a penetracio do
COp stmosférico. Apdas incubagio poar 72 horas a 30°C, verificou-se
a precipitagho do cerbonato de bario (CURRAN et alii, 18837, A
inclusso 0e tubo controle {(sem inbgulo) permitiu elucidar dhvi-
gas, quando havis & presenss de pequenas guantidades de carbenato
de harie nos Tubos com cepes ndo produtoras de diaxido de carbong
fcepas homofermentativasy.

0 resultado fol considerado positive quando havia pre-

cipitado entre 24 & 7g horas de incubagas.

1.8.8. Fermentacdo de Carboidratos

No itnterior do tubo de ensato (12x75 mm) foram introdu-
2ides 3 ml do meio de cuitive. U meio basico utiiizado para este
tepste, O vermeliho fenci agar (BYFCDY, foi preparado conforme re-
comendacio do fabricante, sendo gue, em metade desse meig, iatro-
duziu-se o sgucar teste em forma de solugdc a 10% (eaterilizado
por filtracio) num volume t&l que 8 concentraecang final fel de 1%.
Fm sequida, inoculou-se & cultura de bactéria com alca de piquel~
srome, tomands-—se o cuildade pars lnocular em primeiro o meic Sem

acocar f(controte), depois 0 mele com adigap do agbcar a fim de
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gevitar @ contaminac3o de acdcar no melo sem esse componente. No
tubo inpculado acrescentou—se solugdo de agar 2% esteritizade na
superficie para reduzlr & tensdo de oxigénio no Interior do tubo.

tncupoyu—-2¢e & 300C durante sete @ guatorze dias. A fei-
turas Fal felta copsiderando resultado positivo o cresclmento vi-
sivel e & mudanca da cor do meio de vermeliho para amareio devido
& producso de acide {Mac FADDIN, 13B0). 08 agacares testados fo-
ram: 9glicose, rihose, sacearnse, manose, arsgbinnse, ceiobiose,

tactnse, rafinose, melezitose e melibiose.,

1.6.7., Litmus MiiR

0 meip titmus Milk, preparado em tubos de cultyras e
distribuido em tubos esteriiizados em autociave por ID minutos a
1210¢, fol Inpculado com a cultura atraves de alga de niguei~cro-
mae., incybou-se a 309C por 7 a 14 dias. O desenvolvimento da cor
vermelho-rosade indicou rescdo acldas - fermenta¢do da lactose. A
cor azulada Indicou que nio houve fermentagac da lactopse, & 0o or-
ganismo pode ter atacado substancias nitraogenadas presentes no
meig. A c0r brancs Indicou redugdo do Litmus (indicador de exjde-
reducso). Formacio de coégulo indicou coagulagdo das proteinas de
leite oy & conversio d¢a ceseina em paracaseina pela enzima reni-
na. A progdugso de gig indicou a fermenta¢so da tactose com produ-

cho dp gas carbénico (Mac FADDIN, 13980J.



1.8.8, Crescimento em Catdo MRS a 15 e 450

As cepas foram inoculadas em caldo MRS (obtidas aphs
crescimento  em caido de composigdo idédntica & incubadas a 309C
por 24 horas) em duplicsta, sendo que uma fo! jncubada a (508G, e
& outra & 450C. ApdHs 72 horas fez-se a ielturs dos tubos e Fol
considerado resultado positivo, a&as culturas gue apresentaram

crescimento visivel,

1.7, TESTES UBSADOS NA SELFGED DO CONTAMINANTE

1.7.17. HReslsténcia ao £lconl Etilice

Prepargu-se cajdo MRS em frasco Erienmeyer de 250 ml &

gateritizou—se & 121YC por 35 min. Apéds resfriagmento, introduzig-

sg Ficoo! etiiico em guantidaege suficiente parg ogbter fr&s3cos com

g, 8, 7 & 10% (v/v) no meio., Volumes de & mi foram transferidos
desaes frascas para tubos de ensaio estéreis (1Bx150 mm) com tam-
pg de baquelite rosqueavel. As cultyras foram {ncculadas gm tubos
contendo meio de caido MAS nas gquatro concentragdes de alcool ci-
tadass @acima, atraveées de alga de niguel-~crome. A incubagia fol 8
309C durente 72 heras e o crescimento visivei fol cansiderado re-

syitado positiveo.



1.7.2. Floeculagdo do Fermento

 teste de fiocutagio foi executadno de acordso Com O mé-
radp ge YOKOYA & OLIVA-METO (18802, Um voiume total de 40 ml com
suyspensBes de cétulas de bactérias e Jeveduras fol colocado em um
frascp Erienmeyer de 185 ml. Agitou—-se durante 10 minutos em um
sgltador orbital a 300G & velpcidade de 90 rpm. Apbs 8 ag9itacso,
yma amostra do sobrenadante fol cuidadosamente retirada deixando
antes &m repouso por 5 minutos,

B turbidez das amostras do soebrenadante fol jida com

espectrofotdmetro, & um comprimento de ongas de BOO nm,

1.8 Selegko do Agente Contaminanie

A cepa n® 28 (Lacteobac)ljus fermentum) foi escoihida

para a realizagao dog ensaios de fermentagido mista.



2. FERMENTAGED ALCOOLICA ER CONDIGRD MISTA

£.%. MOSTD PARA FERMENTAGAD

Fai utilizado HTM (High Test Nelassas} {MAGNAN! &t al.
1985), convenientemente diluido com sgua potavel de forma a ob-
ter—-se, para e mgsto do 10 ciclo, uma guantigade de sHiidos soild-
veis de 25% Brix e para o0s ciclios seguintes, 180 Brix. Como su-
pitementacdo de sais adicionou—-se 0,5 g/} de Greia. O mosto prepa-

rado fol esterilizado em mytociave & 121°%C por 156 minutos,

2.2, IN6CULD

B0 inecute do Yo Cicio, fol preparado pesando-se uma
gusntidade um pouco superiaer a 150 gramas de fermento comercial
de panifica¢do (Fieishmann) adguirido no mesmo dla. Lavou-se gsse
Gi1timo, misturando—se com Aagua degtiiadas num velume tal gque per~-
mitisse umsa nﬁa'hnmagenelzacﬁa e, em seguida, centrifugando—se sm
centrifugs refrigerada {(international Mod, B-204). Apds essa fa-
vagem, para remogso dos aditivos gue podem vir cam ¢ fermento,
pesol~s¢ 150 gramas da messa de fermento centrifugads ¢ wisturou-
se com 3,0 g/t de massg 4mida de Lactobaciilus fermentum n® 28
isnlado € caracterizadn neste trabatho, e dilulu~se para um volu~-
me final de 1 Iitro com agua destilads,

& cuftyra de Lactobacifius utitizada fol obtida em
suantidade suficiente para inoculagdac e com alts viabilidade, da

sequinte maneira:



Da suspensao da cepa pura retiropu~se assepticamente 1ml
¢ adiciognou-se em 8 mi de caldo MRS (DIFCOY em tubo de ensalo
com tampdo de algodde., U tubo fot Incubadeo & 309C por 24 horas. A
tranaferéncia e cultivo fol repetida por ftres vezes consecutivas
{3 diasl.

Preparou—se um outrgo caido MAS com um voiume de B0 mi,
em frascoe Erlenmeyer de 250 m! com tampio de algadio. 0 volume dea
13 mib da cuifura stiva de Lactobackilug do tubo de ensaioc ol
transferlidgo ao frascoe Erienmeyer e incubado em estufe de 300C por
24 horas.

Preparou—se BOD mi de meio de cullivo & base de melago
com 2,5 Brix, em frasco Ertenmever de 2000 m! compliementando-se
com urgla & 0,5 g/i e esteritizando—ge por autociavagem a 1218¢
por 185 minutes. O conteddo incubado do frasco de 250 ml  fol
transferldo para o Ertenmever de 2000 ml com melo de meiago pre-
parado. FﬂCﬁBGU“Sﬁ.também & 30°C por 29 horas. A3 cdlulegs de bac-
terias foram coietadas centrifugando—se & 7500 rpm por 12 minutos
{Centrifuga Iinternational Modelo B-20 A). Uma suuantidade sufi-
ciente de massae bacteriana fot obtidas do centrifugado para adigdo

ng pé-de-cuba.
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2.3. DESCRIGA0 DO EQUIPAMENTO

0 Fermentador consistiu de um banho tersostetizaedo, mo-
gelag UNITEMP {FANEM - S8c Paulo - &P), yma cuba de vidro {(capaci~
dade de 4 litros) com tampa e um agitador mecénico (Modelo TE-B5H,
FISATON ~ S&p Pauip). A cubs de vidro era parcialimente submersa
ne agus do banho para manter a temperatlura e Serviu como o reator
g0 processo. A agitacao do {iquldo da cuba foi felta por palheta
apoplada & haste dp agitador.

8 depdstto do meio de cultura (mosto} esatérii era co-
nectado & cubs por meio de um tubo de silicone ({,5cm x 3Im), pas-
sandoe por umg bomba dosadors pertstaltica (Mitan - Eguip., Glen-
tif. LTBA ~ GCotombo =~ Parand) cuja fungio era controlar a vazao
go {igquido no tubo.

A temperaturs do banho fol! mantida a 329C durante todo
¢ periodo de ensalo. A Figurs 5 mostrae um esquems do  slstema

gytitizads neste trabsaihe.

AT
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H

4 - Reservaltorip do moste

B ~ Tubo de silticone

C - Bomba dosadora peristaltica

N - Bioreator

E - Agitador mecdnico

F - Palheta acoplada a haste do agitador

G ~ Chincanas simétricamente distintas (quatro)
H — Banho termpstatizado

I - YTermametyo

FIGURA O

Sistema utilizado nos ensains de fermentagion.
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2.4. DESCRIGRO DE UM CICLO FERMENTATIVD.

Para o 10 ciclo, o inodculo fol preparado pels adigdoc 4o

termento comerclial e de tactobecilius, em &gua potavel, conforme

.

descrite no ftem 2.2, Nos demais cicios, o Inbdculo fol obtido da
massa celular centrifugeada do cicio anterior. Para igso, & massa
sem a favagem, a#és centrifugacao do moste fermentado, foi dituij-
ga com o praprio "vinhoe" para um volume final de 1 litro, O ing~—
culo preparado fol colocado na cuba de fermentacdo &€ mantido sob
agitagdo por 30 minutes para sus homogenelz8¢30,

As primeiras amostras de S mi do indculo & 10 mi do
mosto de allmentagioe eram retiradas para anadlise. Em seguida a
bomba fol acionada dango inicio & altimentagao ¢ fermentacdo. O
acompanhamento foi feito por amostragens em intervalos de  Tempo
regulfarea. A alimentagio era interromplida com ¢ esgotamento 4o
mestoe de atimentagaon, coincidindo com o tempo programsdo de en-—
chimento (5.8 horas?. 0 acompanhamento da fermentagdo fol Feito
ate compietar 10 horas de fermentagao, retirando-se amostras de B
ml 8 cada hora. Uma Gitima amostra era retirada apds 24 horas.

A8 anatises da viabitidade € brotamento eram felitas nos
tempos de B £ 8 horas de fermentagdo, refirandop-se peguenas amos-
tras  de mosto fermenisdo., Ao finat 68 fermentagdo, 0 mosto fer~—
mentado (vinho) fol centrifugado & uma amostra (10 miJ) era conge~-
fadga pars andtises quimicas. Com & massa celuiar centrifugads

preparou—-dgé 8 hevo indcula, recomegando—se ¢ cicio fermentative

sybsegquente.



2.4.1., Condigoes Fxperimentals

A fermentaedo era realizada ne sistema de bateiada ali-

mentads & 88 condicdes eiperimentais flxadas forsm:

- Temperatura: 329¢,

pH do mosto de @&l imentagas: 5,2 - 5,5,

tempo de& enchimento: 5,5 hoaras.

tempe total do clicio: ©9 horas.

Graus Brix de substrato HTM: 25% (19 cicial & 180 (demais ci-
cioss.

Copcentrecio de céluias de levegdura: 24,8 g/4 messa secs na (10
ciciol.

concentragio de células de Lactobactiilus: 0,123 g/! massa seca
ne (1% ciclel,

Rgitagao: 300 rpm,

Votume total: 2,9 titres,

voiume do inédcuio: 1 titro.

vyoiume do HTM: 1,8 titros.

Vazsn de giimentag¢io: 0,345 1/h,

2.4.2., Tratamento das Bbmostras do maesto fermentado

As amostras com um volume de & mi foram imedgiatamente

congeladas para serem tratadas e anallisadas apds as Farmentagfes,

copnforme o esguema dga flgurae &,

Dd



AMOSBTRA FRESCA ? VIABILIDADE
] BROTAMENTO

AMOSTHA
CONGELADA
g & 10 mi

|

AMOSTRA
CESCONGELADA

i

GENTﬁIFUG&CEO A 7500 RPM/12 MINUTOS

|

SUBRERADANTE CENTRIFUGADO
{VINHO) {MASSA CELULAR — LEVEDURA +
LACTOBACILDS)

1

ANALISBES :
Resuspensac em Agua
- Oeterminatso de Alcool por GB deatilada {(LAVAGEM)
~ Determinagdo de Agocares J
Totais (Método DNB)

Centrifugecay a
Aoidgez totsal 7588 rem/12 min

- l

Resuspensso em £qua
destilada pars volume de Bml

i
ANALISES:

- Peterminacdo Densidade de
Cétulas (Turhigdimetrial

- Determinacée ga Heil&sgao
1./8 (Micreoscopla)l

FIGURA B — Esgquema do tratamento das ampostras dos ensaios de fer-
mentagao



2.%, TEGNICAS ANALITICAS

2.5.1. TEGNICAS ANALITICAS PARA ANALISE DOS MICRDRGA-

N1SMS

2.5.1.1. Belarso Levedura/Bactéria

A retacdo entre céiulas de tevedura e de bactérias fol
feita sequindo & técnics de coloragBo com azul de metiiene sequn-—
du LOFFER (Git. NORRIS e RIBBONS, 13717, Culdados especigis foram
tomados,para observagBo das células bacterianas e ditul¢io da
amostra a fTim de obter um hamero de celutas apropriado para  a
contagem no microscohpio. A escoiha GO Campos fol feita an &caso,
nbservando~se 30 campos por l&mina e contando em torno de 10 cée-
tuytas f(entre levedura & bactéria) por campo. Contando-se 30 cam~-
pos, fez-se uma medla aritmética para se obter o valor da relacdo

antre leveduras/bacterias.

2.5.1.8., NaGmero de Gaéluias

0 nomero de levedurss & de Lactobacliiios nas amostras
foi calculade utiiizando—se: a refacado levedura/bectéria, a den-
sidade optlcs tots] medida nas amostras centrifugadas & atrayves
de cuyrvas de catibragio feitas de maneira separada com cultuy-
ras puras de Saccheromyces uvarum 1Z 1804 ¢ tactobaciilus fTerman-
tum no 18.

A densigade stica totel {(levedura + bacterial foi tida

em espectrofotdmetre Baush e Lomb, modeig Spectronic 20 a 800 nm



com &8s amostras centrifugadas, lavadas € convenientemente dijui-
g4as.

As curvass de calibracdo de celulas de leveduras e bac~
térias foram feltas, respectivamente, com culturas puras de 8Sac-
charomyces uvarum (faixa ds concentragso de 7.5 a B4,0 g/t)y e
Lactobacilios fermentum (B,03 & 7,6 g/1). As contagens do namero
de cecpliépnias viaveis de leveduras foram feitas pars a fatxa de
cancentragdo aclma descrita através da técnica de semsadura  em
placas (SPECK, 18782 com melo agar de contagem padrao — PCA (DIF~
C0Y e & Balcdoc de [0,01% de clorotetracicling e 0,01% de cloranfa-
anicol para evitar crescimento bacteriano. Para 0 case de
Lactopaciluys repetiu—se o mesmo procedimento, porém com o meio
sgar MRS (DIFCOY + 0O,01% de Actidiona,

Também pera essas mesmas faixas de concentragies foram
feitas as ieituras de densidade ftica, da mesma forma que para 3
densidage atica total descrita anteriormente. Com (3880 pdde ser

resnivido p sistema com duas EqUECHES:

i
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DOB = Kg (ND) (1)
poL = KL (N1) (29
gnges:

Nb = noamero de péiuvlises de bacterisa/ml.

Ni = nomero de céiulias de levedura/ml,

nos = densidade Adticas de hacteria.

DOL = denslidade otica de levedura.

KB = goeficiente anguiar da eguagin da reta da bacieria,
KL = coeflciente angular da squa¢do 49 reta da {evedurs,

Somando—se a5 eguacoes 1 e & tem—sée:

QOB + DBOL = KB Nb + Ki NP (3).

sendo gue a&s constantes KB & KL eram conhecidss devido as gurvas
ge calibracio e, também, & densidade Gptica total (DOT). Péde—-se
entho encontrar uma equacao gue atravées dos valores r e DOT per-

mitiram calcuiar Nbh & NI, através de mais 2 equagides:

ro= Nl/zge (4)

aaT = 008 + DoL (5)
saynstituingn as egquacces (43 & (5) em (3) obhteve-se:
NnegT = [KB + (KL.r23 Kb (8)

Calculandn Nb pdde~se calcyiar NI pela eguacio 4.

Mo experimentc a squagio (B figcou:



poT = £€1,388 % 1079) 4 (1,1778 % 10779% r 1 % Nb

gsends que o r da eguagas (4) vaeriosu & cada ciclo.

£2.9.1.3. Concentracio Cetuliar

A determinagdo da concentragde celular foi feita utiii-
zando—sg  suspensdes de céiulss puras de Sgecharomvces uysrum ¢
Lactobaciilus fermentum. As suspensdes 885 culturas acima mencio-
nadas foram centrifugsdas e as celulas ressuspensas &m adgua des-
titada e novamente centrifuygadas (iavagem). O centrifugade $0I
shtap coiocado em cadinho de aluminlo (previamente tarado) e pe-
sads. Apdés 13sda, a amostra contida no cadinho foi entdn colocada
am eatuta a 10590 para secegem por aproximadamente 5 haras {até
pgsg constante) e, em seguida, resfriads em dessecador & pesada
novamente, As duas relaghes obtidas, {(para leveduyras e hactérias)
gntre o pesp da massa omide peia massa sega, foram usadas para 0
caiculo da contentracao celulfar de fevedura € baclértas I1aticas

em gramas de matériag seca por litroe de amostra.
2.5.1.49. Viabillidade ¢ Brotamento das lLeveduras

0 numero de céluias de leveduras vivas {(viaghijidade) ¢
ge brotamente, em relacdo as total de ceidvlas contadas, fol feito
através de anatise microscaplca com 0 cerante azul de metilenp
(LEF et alii, 1881) utillzando—-se camara de Neuhauer sendoe tome-
gos 08 tempos de fermentacdo de 5 e 9 horas como parmetros. 0s
resultades foram expressos em % de cétuias vivas {viabilidade) e

% ¢ge bBrotas vives {hrotamento) em fungadce do nidmerp total de cé&luy-
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tag contadas.

2.5.2, Determinacio de Achcares Toteis — ART

Inictalmente ol felita uma hidrbitae Acida ds amostrsy
miaturands 1 ml da amostra com 1 ml de HC! 2N, aquecendo-se dy-
rante B minutos a 1000C C(em dgus fervente). Apés resfrlsmento
adigionou-se 1 ml de NaOH &N £ procedeu-se a determinacioc de ART
peto método de redugdo do acido dinitrosaticitico (SUMMER, 1824
MILLER, 188B3)., Fez-gse a curva de calibracio com giicose na falxs
de 0,5 & 1,49 g/} de glicose (0,2 a 0,8 de absorbdncia em espeg-—
trofotémetro Bausch e Lomb Espectronic 20. 08 resuitados foram
expressos em gramas de agdcares totais por fitro de moste, caicu-

tados como giicose,

2.5.3. ODeterminacio da Concentracso de Etanol

& concentracao de etancl foil determinasda através de
cromatografia gasosa em um cromatégrafo a gas da Instrumentos GG
Ltda -~ S&o0 Paulo, modelo GG-37-D munids da coluna Porapak PS e a
fettura Ffeita por um integrador scoplado, modelo CG-20, do mesmo
fabricante que o cromatografo. A amostra foi convenientemente ¢~
fuida de forma que a leitura no integrador se apresentase na fal-
¥xa d8 1 a & g/t de etanol, Foram fixados as seqguintes condiches:
Yazdo do gas de arraste (nitrogéniol) = 30 mi/min.: femperaturs de
yaporizagss e do  detector = 2109C; temperaturs da coluna de
12200; atenuagdo = 2; intervalo eletrémetro = 1071 A/mU, sendo a

curva de calibragido feita por padronizagdo externa com sQlugdo de

b



gtanal 7,8 g/1.

£.5.49, Determinagio do pH

4 determinacau do pH {(concentracdo hidrogenidnica) fal
feitta com potenciametroe Corning Scientific instr., modeio 130 ca-
librado com solugdes Tampde & pH 7,0 ¢ 4,0, sendo o pH das ames-

trus determinado nas measmas condigg@es de temperatura,

£2.5.5, Determinacsao da Acldez Total

Um voltume de 5 m! de amostra fol completads pars 5D mi
com Agua destjlada recentemente fervides e, em sequida, titulado
com NalH — 0,1N usando fenolftaieina como indicador até viragem
para coloracsc rasa {(pH 8,3) (método ADAC 2203B-22038, 1984, Pa-
rg & pedronizacdo de NaQOH fol usado o piftalato de potassio (des~
secado a 1209C/2 horas antes d& uysadod. & equacdo abaixe Foi fei-
ta para um volume de © ml de amostra & usada para conversan do
yotyme de NaOH aasto, pare concentracdos (g/t) de acido, expressa

am acido latico:

Actgez totat€g acido raticol1y = ¥ {mi NablH) x ©,98



2.8, CGALCULOS

2.6.1, Hendimento

O rendimento em etano! (R} fol calculado da seguinte

forma:

Me teGrita

ande: Me tedrica = 0.511 ¥ F %X 80 % te

S50 = Coenc. em gticose no substrate inlciat (g/1)

Foo= vazao (1/7h)

te = Tempo de enchimente (hargs)

Mesg = Massa de elengl produzida (gramas) ag final dge 10
horas de Termentacso.

Maen = Massa de etanol injcial (gramas) (tempo zgrn}.

8,511 = coeficiente de transformacio de giicose em etanol.

2.6B.2, Produtividads de Etanol

A produtividade & uma grandeza cinédtics que expressa a
velocidade médla de producdoc de etenci. Eia fol calculade pels
quociente entre & masss de etano! produzida e, o volume & tempo
transcarrido  pars se atinglr esta guantidade {(neste experimento,

2,9 t. & 10 horas, respectivamentel.
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Fem= _ __ (g/fg.h)

andeg: t = tempo de fermentacso (horas)
Vv = yolume (ittros)
Pe = produtividade de etanol expresssa &m g/!.h

Pem= produtividade de etano!l expresse em g/g.h

Mt

1

maasae total de caiuias {i{eveduras+hactériasy apos 10

koras de fermentagdo, em gramas.

2.8.3, Produtividade de Calulas

Arnaiogamente & progutividade de etanol, & produtividade
deg  coiulas também expresss uyma  granhdezs de veloclidade media 356
que e refa¢loc & biomassg produzida em um intervaio de tempo 8

vaiume, nho casg 10 horas € 2,8 1itros, respectivaments,

(Mb - Mbol

Pb

H
—

i+
S
pomi
St



gnge:
Fh = Produtividade de masss de bactérias produzidas por hora e
ittros de mosto fermentado.
Pi = Produtividade de maass de leveduras produzidas por hora e
1itros de mosto/(caido) fermsntadeo,
Mb = massa bacteriana &0 final de 10 horas de fermente¢ado {gra-
mas
M, = massa de leveduras so final de 10 horas de fermentsgdo (gra
masl,
Mbo = massa Inlcial de celulas de bactarias.
Mio = messa inicial de céluias de leveduras.

g.8.4. Taxs de Consumo de Agacar

A taexa de cohsumd de acicar (Ps) mede a velocidade mé-—
dia de consumo d¢e acucar totaid (ART) pels levedura e & Dbactéria
em um determinado tempo e massa Oe cajulags totais, no Caso  do

tempo .10 horas.

gnde -
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LARTe = masae H48 agdcares totats consumidas durante 10 horas de

fermentacad, expressp em gramas de gticose.,

2.B.5. Fator de {onversdo - Yp/s

¢ fator de CONVErsao — ¥Yp/8 ~ representa a guantidade
de etanol produzido per unidade de massa de agdcar consumida. £

dado par:

¥Pig = mm— e {gramas/gramas?}

2.8.8. Fator de Convers8oc — Yp/so

0 +ator de conversio Yp/ao representa & quantloade de
etano! produzidp por unicadae de massa de aghcar no  sudbstratlo
frictal. £ um parSmetro Importante j& gque relaciona o rendimento
de #iconi com a quantidade total de asubstrato no sislema. Permlte

\nterpretar o efelto da contaminagSo latica ndo 80 na capacidade

de consumir 0 agicar total comp tambem ns producado de eltanol. 3
gadn por:
MS}G - Meﬂ
Ypfan = memm oo {a/q)
ART totad



gnde: ART total = masse de acacares totats oferecldas 8o sistems,

gARTresss em gramas de gllicose,

2,.8B.7. Porcentagem de Agécar Consumido (%Ac)

Meds o consumi #e acuecares totaie pela massa microbia-

na, a0 finat de 10 horas de fermentagdo.

ART totial



RESUL.TADOS E DISCUSSAD SOBRE A5 CULTURAS ISOLADAS

1. ANALIBE QUANTITATIVA

Ds resuiltados das contagens em pisace {(contagem vidvei)
& tubos (nomerp malts provavel ), alam ¢o pH das amostras, encan—

tram—-se descritos nas tahefas 1 e 2 respectivamente:

TABELA 1 ~ Contagem em piaca de bactarias taticas em amostras
de "leite” de leveduras nas usinas Modeio & Sants Adé-

tia, em placas com melo MRS+Actidionad,B1%) e pH,

Amastras Contagem em placas (ufec/mirx pH
Using Santa Adéila 1 q,0x108 3,4
Using Santa Adéita 2 4,8%107 4,1
Usina Modelo 1,4%x109 9,9
* ufe/mt - unidade formadora de coelénia

Anaiisango—se a tabefa 1 verifica—%e que as amostras )
e 2 da usina Santa Adétia (Jaboticabal ~ SP), apresentaram maior
nGmero de bactérias laticas que a da usina Modelo. 1880 era es—
perado  J& que, segundo Informagdes obtidas na época da <coleta,

navia problemas de ordem microblolégica , na primeira usina,.
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5. CARACTERISTIGCAS DAS BAGCTERIAS LATICAS IS0LADAS DO TLEJTE"

As caracteristices morfoldgicas e bioguimicas das Cepes
isonfadas encontram-se descritas na tabela 2 {apéndice) . ToUuas
as culturas Jscledas eram bactérias laticas, como esperada, ia
que ¢ meig de isclamento fpi o MRSG{DIFGOD) préprino pare este grupae
ge microrganismos € o crescimentd de bholores ¢ leveduras foram
eyitadas com adgigio de actidiona a 0,01 %. Das 449 guituras iso-
jsdas, 40 eram em bastonetes Gram nositives & uma coco Gram po-

sitive., Tres culturas foram perdidas a0 longp da identificagao.

2.1 Caracteristicas da bactéria em forma de coco

A cultura n® 21 cocoe Gram positive fol ldentiflcada
camp pertence &c génerc Leuconestoc. Esta cepa apresantoy turbi-
gez uniforme e sedimento 1180 no crescimento em meio figuido.
As col@nlas em superficie de MRS agar {DIFGCO) apresentaram—se pe-
quenas, d¢iémetro pouce superior a 1 mm, fisas, perfeitamente cir-
cuylares e nic pigmentadas. 0 arranjo foi predominantemente em pa-
res , havendo também células isolagdas ¢ em cadeias curtas. Apre-
sentoy metabolisme fermentativo e oxtdativo, particutarmente, he-
terofermentative com produgdo de g9as gque glastingue Leuconostor
dos demais copcos Gram positivoes, catalase negativos (figura &J.
Fm LITMUS MILK (DIFCO) esta cepé mostrou-se inativa apbs 14 dias
de {ncubagac a 30 Op, Na reatidade, o HITmus @ um meilo pobre pars
Legconostoc que usualmente & inativoe nesse meio(GARVIE - 1888).
N30 houve crescimento nem @& 460 € nem a 1659 . D3 teates de fer-
mentagsn de seucares : glicose, lactese, Tibose, cetabtose, ra-

finoge, € arabinose apresentaram resuitado positive: ja com 08
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agicares: sgsacarose, melezitose, meliblose & manose apresentaram
resul tados negatives. Gomparando-se os resuttados com & figure &,
psde—-se identificar essa cepa como Leuconostoec . Este pela [ite-
ratura (GARVIE, 1888) n&p apresenta a enzima catafase. 0 (teste
da cetalase apresentoy resultado positivo para esta cepa, porém
izssg nSo era devido a catalase classica mas uma pseudocatalase.
tssp Fo01 confirmado pelo teste da pseudocatalase que demonstrou
a auséncla oo grupp heme (tipico da catalase classical). Estes re~
sultados estdo de acorde com a |iteratura (Mac FADDIN,18BO) ja&
que no caso de bactérias laticas, pode gatar presente uma pseydo~
catalase com atividade peroxidase. A dOvida entre ser um estati-~
iococe ou Leuconostoc, foi sliminada pela: (a) presencs de faiso
catalase positive,(p) ausénecia de arranjo tipico em cachos e (¢
progugdo de acido @ partir d¢e arabinosse, celobiose e rafinose.
(SCHLEIFER 1888).

Fasgs oultura (de n®, 217 spresentouy ainda forte resls-
tincla ap Alcool mantendo o mesme padrlo de crescimento com tur-

vacan uniforme.



g.8 CARACTERITICAS DAS BAGTERIAS EM FORMA OFE BASTONETES

Tedos o8 40 bastonetes Gram posltivos eram do ganero
tactobacibiuga. Apresentaram crescimento lento em superficie 4dsg
MRS  agar (DIFCDBY, o gque era esperado por Irater—se de um  mi-
crasgrafito. Apresentarsm—se comp coibnias puntiformes, esbran-
quicadas, & maiceria com bordas irregquiares exceto as cuttuyras
4,7, g, 18, 17,18, & 158, aque se mostraram mais regulares guanto
@ borda., Nenhuma colénia apresentou pigmento.

@ crescimento em caldo apresentoy turbidez uniforme com
sedimento tiso em 30 culturas e sedimento floculento em 10 cultuy-
ras, sendo gue oito com turbidez do melo uniforme & duas com melo
Pimpide f{cutturas 9 e 153, 0 arranjo das células se mostrou bhas-
tante varitado, ns majoria, em pares isciados e, em menor namero,
cadeiss curtas (ver tabela 2 ).

Na montogem Gmids todas apresentaram—se Imbvels, sendo
cbservadas capsulas nas culturas o & 7.

Apenas guatro cepas nic produziram GO2 no teste com hi-
draxidgo de& baric, sendoc portante a maioria heterofermentativa,
{Figura 72

No teste de ouidaglo/fermentagdoc da dgiicose, a majoria
mostroy—se Ipativa no melo OF BASAL (DIFCD). Na verdade, &m vir-
tyde ¢os altas requerimentos nutricionals dog lactiobactios, o0
meio acimeg citado nio s mostrou satisfatdrio para este grupo da
microrganiamos, mesmd Com adlicio de extrato de levedura ao meio.
Fol necessario mudar o0 meio ytitizande-sg 0 meice basal ge fenol

varmelho sgar (DIFS0Y, com 0 guel obtave—se resultados mals sa-—



fletepel . Grape 11

FIGURA 7 - Distribuigio dos lactobacilios gquanto ao tipo fermenta-

tiveo.,
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tiasfatérios, pois este contem malor guantidade de pepiona assems-
Ihando-se mals ap MHS (MAN ef zlii, 19603

0 resultade obtido para as 40 culturaes, em relacdo &o
tgate de metabolismo fermentative e/ou oxidativo das carboidra-
tgs, mostroy malor creasacimenta o0 meio com redugio de oxigénio
comparado com o melo sem & sobrecamada de &gar, essa caracteris-
tica & propris de Lactobaciltlus gue & microaerdfito, desenvolven-
go~se melher em meios com reduzidsa tensio de oxigénio. (KANDER
ang WEISS, 1488,

Fa LITMUS MILK {(DIFCO), & mailoria dos iactopacilos liso-
ladns permaneceram ipativos. Apenas quatro cepas acidificaram o
meip f{culturas 7,18,20 ¢ 49), sendo que somente duas (n 7 e 20)
coaguisram o leite &, em segquida, desfizeram a coadgulo. {tabela
2.

£s gusrenta cepss foram subdivididas em dols grandes
grupos: a) &s "homofermentativaes” em nimero de seis (cepas de nB8s
3.4,14,18,37 e 44y que fermentaram a pentose ribose & N30 produ-
ziram g&s C02, ldentiflicadas Como pertencentes ao grupo 11 da
ciassificacho de DRLA-JANSEN - 1818, Heterpfermentativas Faculte~
tivas; b)) as "heterocfermentativas™ totslizando 34 cepas (a&s ce-
nas restentes excessio as de 0% P4,.32 e 36 que foram perdidas e
n 21 - em forma de €oCo), identificadas como pertencentes  ao
grups 1t ~ Heterofermentativas ghrigatorias, seguindo 8 classi-
figacio do auter acima cltado,

para o0& iactobacitios "homofermentativos™, o8 testes
pipguimicos de fermentacdc de agicares serviram pars a ldestifi-
cacio de duas espécies, Lactobacilius murinus & Lactobacitilus

piantarum, & diferenciagio entre essas duas gspécies foi popssivel

ey



atravéa de teste e crescimente & temperaturas de 15 & 4550, pofls
Lactobsctlius plantarum cresce & 15°C e ngo & 4890 g
Lactobac)tius muripus , © contrario.

Em retacdn aos factobaciios "heterofermentativos”, a
rombinacdo dos testes biocguimicos sobre carboidratos e o0s testes
de crescimento @ temperaturas de 15 e 45°C, permitiram a identi-
ficacio de duas espécies: Lactopacilius fermentum, em malor nime-
rg e tactobactiilug vacclinostercus.

g saseis lgctobacilos ¢o grupa i+ foram identificados
L omu sendo: Lactobacilius murinus (0% 4, 85, 14 & 375
tactobaciiius plantarum (n® 18) e, Lactpbacillus3 piantarum ou
murinus (n® 44), Dos 35 lactobscllos do grupo 111, 3 nda foram
jdentitlicados até espécle (nt% 15, 17 & 402, 27 como sendo
tsetobacilius fermentum as cepas de namerss 1, &, 3, &, 8, 10, 17
18,?8,18,26,88,83,25,86,27,28,29,30,31,31‘,33,34,35,38, 38 e 42,
Lactobacltiius vacclinostercus como as de ndmeres: 7,178,471 e 43, As
gque morreram foram as deé nimeros: 24,32 & 36. A figurs 8 llus-
trg =a distribuigho totat da microblota isolada, € a Labeia 3, 8

reiacio das cepas identlficadas.
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FIGURA B - Distribuig3o percentual da microbiota bacteri-

na de usinas de producido de etanpl.
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TABELA 3 -~

lgentificacan das bacterias

iaticas

nas de produgdo de etancl,

N IDENTIFICAGRD

1 -~ Lactobactlitiusa fermentum
2 -~ Lactobacltlius fermentum
3 ~ leetovacillius fermentum
4 = Lactobsciiius murinus

# - factobacililius murlnus

# - tactobaciituysg fermentum
7 -~ Lactobdbaoiiluys vasccinostercus
g - Lactobscllitus fermentum
19 -~ Lactobactlitus fermentum
12 =~ Lactobaclilus fTermentum
13 — Lactobaciitus fermentum
4 -~ tactobaciiius murinus

15 - tactobacitius sp

18 =~ lLactobactiiug plantarum
17 = Lactobacilliug sp.

18 =~ tactobaciitus vaccinostercus
18 - Lactobacitliug fermentum
20 ~ Lactobacllilug fermentum
21 -~ Ledeonostog
2¢ = Lactobaclltiys fermentum
7% - Lactobacillug fermentum
2% =~ perdida
28 - Lactobacillus fermentum
26 ~ Lactobacitius fermeptum
27 -~ bLactobacitlius fermentym
28 - Lactpbacliius fermentum
29 =~ Lactobascitiluys fermentum
I3 - tactobagilluys fermentum
21 -~ tactobacilius fermentum
#1. - Lactobacilius fermentum
32 ~— perdida
33 =~ bLactobacitius fermentum
34 ~— {actobaciitus fermentum
4% ~ Lactobaclitug fermentum
ag -~ perdidga
37 ~ Lasctohaciilius murinus
38 -~ Lactobaciilus fermentum
a8 -~ Lactobacitius fermentum
40 -~— Lactobactiiius sp.
41 ~ Lagtobacitlus yvacclhostercus
42 — Lactobactiius fermenatum
43 - Lactabacliius vaccinostercus

Lactobacltilug

plantsrum/murinus

ispladas de usi-



Segundo KANDLER & WEISS (1986) Lactobacillus tsrmentum
geratmente cresce a 45°C, poréam dentre os identificados somente
48% cresceram bem a essa temperatura. Dificuldades na ldentifica-
¢80 baseadas nas temperaturas maximas e minimas {(respectivamente
45 e 159 )Y ersm espersdas, pois esses dados sggundd BRYAN-JONES
{(1975), podem ser falhns para iactobaclios lsolados de destija-
rigs, devido a adgaptacdo a um ambiente multo especifice. Us re-
aultados obtidos nos testes ge fermentacﬁo ge carbaidrataos, para
as 40 cepas, apresentaram poucas devergéncias dagquelas apresenta-
das por KANDER & WE!SS (18BBE) . As cepas identificadas como
tactobaciitus vacclinostercus, estavam em conformidade com 05 da-
dos obtigos »na ititeratura (KANDER and WEISS, 198BBY dquanto 808
testes de tempersatura e fermentagao de carbeidratos, excele mell-
higze gue para todas 83 cepas cbteve~se resuitadso positive, sangdn
gue 08 resyltados esperados devertam ser negativos (tabela 27.
somo Jja foi dgiscutido, as condigbes como pH, nutrientes, € o am~
biente altamente sefetivo de onde foram isolados 08 migrorganis-
mos podem ter contribuido para este resuyltado,]a que para tTodos
pa outros aghcares ndo houve discrepincia com os dados da titers-
Tura,

putros testes mais aprimprados, que necessltam de tac-
nicas e apareihos mals sofisticados seriam necessarios para uma
ldentificacso mais segura. 08 ‘testes de w ¢ guanina malis cito-
sins (G+G) do DNA, perfil eletroforético de proteinas e anaiises
dos componentes da parede celular sao usados para o identificacao
de espécies de bactérias ldticas. 18530 pode ser bem jjustrado na

diferenciacao de Lactobacliiius fermentum de tactobaciilus reute~
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ri, que regquer @ determinacao da % de moles de G+G 00 DNA, diami-

noacide de mureing e mopiiidede etetroforética,. (KANDER e WEISS,

19862 .

2.3 RESISTENCIA A ALGDOL £ FLOCULAGKD

Ns resultados do teste de resisténcia a&o alcool gtilicn
a 7% f{vfv), da tabela 4, mostraram gue Lactobacitlius e

Leuconostoc Jsoclados das duas usinas ndc mostravam diferengas
significativas. Nos dols casos apresentaram resigténcia a0 eta-
ngl a 7%, em 85 a 100% das cepas. J& no teste com 10% {(y/v) de
slegot etitico, houve uma diferenca bastante significativae entre
as amostres dessas usinas., Somente 45% das cepas da Usina Modetlon
se apreseptaram resiastentes & 10 % de icooi, enguanto gue na
Usina Sants Adélias esse indice fol de 73%. isso pode ser devido
ap estada de sdaptagic das cepas isoladas da segunda usina, ja
guye a9 mesmas foram encontradas em namero retativamente alto ca-
racterizandos uma infecgdoe. A figura 9 mosira a gistribuligda to-
tal entres @as cepas Isoladas resistentes a 10 % de etancl 0 gque

ingica uyma altsa porcentagsm {649%).

......



Cepas Hesist.l@ 2

Cepas N.Reuist, 1y

FIGURA 9 — Distribui¢lo das cepas isoladas resistentes a 194

{v/vi de ptanol.
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TABELA 4 — Caracterizagcao das 941 Cepas isoladas com refagac a re

ststhncia & 7 € 10 % (v/v) de alcodd etilico

% alcopl using Santa Adéiia using Modeto

Amostra 1 2 1+2 3

n n B % n %

Gresgimento 7% 10 (K 21 g5 11 108
inipicio 8 7% i 1 1 & ) 4
NEe testado 1 i P 8
tgtial testado 10 12 22 1860 11 108
Gresimento 10% 5 g 168 73 5 45
inisligéo 10% 4 2 il o7 B B5
Nio testade 1 1 g
Tatat testade 10 1= 22 110 31 1040

n, suantidade de Cepas

A figura 10 apresents © percentual totail das cepas igo~
lagae que fiocularam O fermento. Na tabeta 5 popde-se analisar O
percentual em relagdo 8s amostras. Foi encontrado um ndmerpo ele-
vado de cepas floculentas nas amostras 1 &8 2 (74%) da using Sanita
pdéita. Isso, associado &0 namero de cselulas gexpressivamente
mator encontrado {respectivamente 4,gx108 e 4,gx107 céilutas por
mi) npa usina Santa Adélia, demonstrou coerépncia nos resultados
encontrados & permitiy indicar sobre um dos possiveis agentes

causadores 4o fenémeno da Fiocutagao na usina amostrads - it



Filsoulam o fermento

Hao Floculam

FIGURS 19 ~ Distribuicio das cepas isoladas quanto = capacidade

de Fiocular o fermento.
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Lactobacitius Ffermentum. Essa fol & bactéria mais predominante-

mente encontracda {(tabeia 3.

TABELA B —~ Daracterlizacao das 41 cepas isoladas guanto a flocula-

can do fermento comercial.

tipos usina Santa Adella usina Modelo
Amostras 1 e 142 3
n. n ] % f %
filocuiento 7 H 17 74 7 fi4
nag flocuiento g c & 28 4 a8
naoc testadas = 1 3 2
total testadas 11 e £3 100 1% 100




RESULTADOS DOS ENSAIOS DE FERMENTACAOC

1. RESULTADOS DO 182 AD 62 CICLO

1.4 - 12 Ciclo - DBia 25/11/8%

Condi¢fies inicials:

Mi= 24,63 g/1 nl= 4,4%188 cel /ml
Mb= ©,423 g/1 nb= 2,3%188 cel . /ml
S¢mostolx B72,Bg/1 Pi{etanol residuall= 3,%3g/1

Resultados obtidos:

R= 41,74 ART consumido= 87,8%
Pg=1,@2Ba/gh ri{l/b)= 2,0
Pem~=¢,38463/gh Brotos vivos (Shiz= 2,494
Pe =5,68 g/lh Brotos vivos ($h)=10,3%
Pub=3,95ma/1h Brotos mortos{(Shl= @,620%
Px1=0,383g9/1 .h Brotos mortos{%hl= 2,43%
ficidez tot. {vinho} Viabilidade (5h)=9%8,4%

gupres . ac. latico=4,31g/1 Viabiltdidade {Ph)=%4,8¥4
pH {vinhol=z 4,0@ rel Brot . vw/m{%h)=24,0

Yp/s 8,340

1t

#

Yp/s0 &,29%9

e



Os valores de tempo, volume, concentragobes de massa o
nimero de celulas de levedura e bactérias, agucares totais (ARD)

e etancl acrumulado do 12 ciclo, est3o na tabhela 6.

TABELA 6 - WYalores de concentra,ho do massa £ numergo de celulas
(levedura ® bacterias), ART residual & etanol acumulado para
o 12 ciclo

tempo volume levedura bactéria ART etanol

residual acumulado

(h)y (1) [Jg/1 Nesmix1e8 [3g/1 Nesmlx198  [lgrs1 [3g/i
e 1,66 24,6 4,4 @,123 2,3 5,8 3,95
@. 3 1,18 23,3 4,8 ¢,114 2,1 21,5 7,99
1,6 1,36 2,7 3,7 o,102 1.9 27,7 15,8
2,0 1,76 38,7 21,9
2,5 1.%t 16,7 2,9 @,08¢ 1,5

3.6 2.09 . S&, 6 26,4
4,8 2,45 74,4 30,1
5,0 2,86 12,6 2,2 0,060 1,1 78,3 34,9
5,8 B.Bé 47,6 40,3
7,0 P,B&6 14,0 2,4 0,067 1,P 44,2 43,2
B,&¢ 2,86 40,56 47,1
2,9 2,84 14,4 2,3 0,06% 1.3 28,3 59,1

18,2 2.8 14,5 2,95 @, 886% 1.3

t



05 valores de tempo, biomassa, massa de ART (aditiona-
do, consumido & residual) e etanol acumulado {produzidotresidun

do inoculod; estBo na tabels ¥ e na figura 11.

TaBpEia 7 - Valores de biowassa, massa de ART {res ., adic 2 con

sumido? e sltanol srumulado para o 19 ciclo

tempo biomassa massa de ART (g etancl{g)
{h} 1tg)} bl(g}) residual adiconado consumido acumulado
& 24,6 ¢,123 5,16 G, 80 9,00 3,75

8.9 27.3 @,137 25,4 49,6 24,2 8,87

1,¢ £8,2 ¢,139 32,4 92,2 46,9 21,6

g, 68,9 2Ré 138 38.5

2,5 31,9 @,1353

3,2 i1g,3 28 179 55,8
4,9 182,46 3Ie7 214 73,8
3.¢ 35,1 &,17¢2 2z24.,2 508 284 ioe
4,0 193.6 398 - 345 115
7,8 48,1 @,192 117.,% 508 390 iea
8,9 116.1 S8l * 392 135
v.,& 41,2 2,178 Be,? S Lo)= 4a7 i58

16,8 41,5 2,198 58,1 38R 459 1564

e T e e e T e e mrw e G e i dma e S e S T T e eve e e e UL U WRR W e e e %a s W AW Ak ek e ke e Rt e e T o n o e rn e
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o5 4 BRY Residual ] AR fidicionado
" E BRT Consumido & Hassa Etanod
. A Massa Celular Total n a g 5 n 4

Lz

468

358,

4

T R

TERPG (horas)

FIGURA 11 - Masea de : ART, etanol acumuslade {(produzido+residuo
do indeulod e células (leveduras+t+bacterias); em 19 horas

de fermentacdo no 10 cicle.
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i.8 - P28 Ciclo - Dia 24 711/ 89

Condi¢Bes iniciais:

M1=25,8 g/ nl= 4,49%128 ce1 /m
Mb=0,@67a/1 nb= 1,25%108 cel /mi1
S{mostal)= {78B,3971 Pletanol residuall= 57,4g/)

Resultados obtidos:

= 79, 4% ART consumido=83, 3%
Ps=@,836 g/a.h r{1/b)=3,6 5%

Pem=¢,37% a/g. h Brotos vivos (Sh)= 4,@_%
Pe =3,%5 a/l1.h Brotos vivos (9Phi= 9,8 %
Frb=3,93 mglgh Brotos mortos(Sh)= 2,80 %
Pxl=8. 30& g/g9h Brotos mortos(%h)= 9,58 %

fAcidez tot . {vinho)=3,3549/1 Viabilidade (Sh)= 93,3 %
Acidez produzida= 1,79g8/1 Viabilidade (%9h)= 22,1 %
pH {vinho)= 4,12 rel Brot. v/a(%Fhl= 17,0
Ye/so =8,333

Yo/e =@,4353

~.
33
13



{is valores de tempo, volume,concentracpdes de -massa e

ndmero de ceélulas de levedura e bactérias, agucares totais (ART)

e etanol acumuladeo estio ma tabelas B.

TABELA 8 - Valores de concentracdo de massa € numero de celulas
{levedurs e bactérias), ART residuais e etanol acumulado

prra o 22 ricle.

tempo volume levedura bactéria ART gtannol

residual acumulado

(hy (1) Lle/1 Nes/mix108  [3Ja/1 Nesmixte® [lg/1 [3g/1
@ 1,80 p5,@ 4,5 2,067 1,3 7,38 57,4
2,5 1,19 21,9 3,9 0,059 1,1 25,2 55, @
1,8 1,37 19,1 3,4 2,051 8,9 38,7 59,8
.0 1,75 56,6 45,3
2,5 1,93 14,14 2,4 %,036 0,7

3,06 2,12 40,9 43,9
4,8 2,49 63,9 42,5
5,6 2,86 10,2 1,7 ®,025 @,9 70,9 42,2
&, 8 2,86 53,5 45,8
7,8 2,86 16,% 1,8 9,027 0,5 44,3 51,6
B,0 2,86 35,7 5%, 9
9.8 2,86 11,5 1,9 @,029 9,5 P5, 0 59,5
10,0 2,86 11,8 2,0 2,030 0,6 17,2 64,8

g3



file wvalpres de tempo, biomassa, massa de ART {(adiciona-
do, consumido e residual) e, etanol acumulado (produzidotresiduoc

do indeculiod;: estio na tabela 2 ¢ na figura 12.

THBELA 9 - Yalores de biomassa, massaz de ART {res., adic. e

consumidn), £ etanol acumulado para o 29 ciclo.

tempo biomassa massas de ART (g} etanpol{g?}
(hi 1¢(a) big) residual adiconado consumidn acumulado
@ 25,0 ¢, 8467 7,38 9,29 &,89 97.4

¢,3 B5,0 Q,079 2y,9 33,3 3,34 65,3

1.9 B6,2 @,07¢ 33.2 6é,6 13,4 69,7

2,8 ¥8.,8 133 34,3 79,2

2.9 87,3 ,897¢@

2,6 iew eop 70,6 23.9
4,8 159 Dhé 197 106
5,8 89.2 2,872 c03 333 ie9 iey
4,9 153 333 ' 179 131
7.0 31,2 ¢,e77? 127 333 ped S 148
g,¢ 1@z 233 \ 231 1468
¢,¢ 33,9 &,e83 71,3 333 261 i71
1¢,¢ 33.8 9,086 49,3 333 283 185

g4
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A ART Residual {1 ART Bdicionads
368) B &R Consumido & Hassa Etanol
A ¥assa Celular Total
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FIGURA 1P - Massa de : ART, etanol acumulado (produzidotresiduo

do indculal 2 ceélulas (Jeveduras+bactérias); em 1@ horas

de fermentacloc no 20 riclo.



1.3 - 38 Ciclo - Dia 27711/ 89

Candicdes iniciais:

M1=24,2a8/1 nl= 4,3%108 cel /wi
Mb=0,0dq/1 nh= @,72x1eB cel. /mi
S{mostol=178,6 g/ Pigtanpl residuall=s.,4 g/l

RFesultadps abtidos:

R= 77,3% ART consumidp= 83,2 4

Pa=9,9¢0g/5 . h Brotos vives (Shl= 9,24 X%
Pxl1=¢,28 a9 h Brotos vivos (Fhi= 4,03 %
Pxb=@,18 ma/g .k Brotos mortos(Shi= 1,45 ¥
r{1/7hi= 6,0 Brotos mortos(%hi= {,83 X

acider tot {vinho}=3,84g/1 Viabilidade (Ohi= B8,% %
fcider produzida= 1,228 Viabilidade (%h)= 81,7 ¥
pH (vinho) = 4,18 rel Brot. v/mi{%h)= 2,2
Pem= &,414 g/g. h

Pe = 4,3%@ g/1.h

@,3%1

il

Yp/lasn

il

¥p/s $,4460

Bé



fls valores de tempo, volume,concentracodes de:massa e

nimero de reélulss de levedurs e bactériams, actdrares totais (ART)

e etanol acumulado estdo na tabela 16.

TABELA 10 ~ Ualores de concentrac3o de massz e ndmero de celulas

(levedura e bacteriass), ART e etangl acumulado para o

3% ciclo.
tempo volume levedura bactéria ART etanol
residual acumulado

(h) (1) {lg/1 Nc/mixieB  Cag7/) Nesmixte® Cigs1 € ig/l
@,00 1,00 24, ¢ 4,34 ¢,8460 8,78 3,93 68,4
g,5¢ 1,17 21i.2 3,77 2,834 @,43 21,8%

1.¢ i;ES 17,7 3,41 é,039 @,52 35,66 a2, 6
2,9 1,646 38,24 51,46
2.3 1.81 11,7 1,97 9,220 @,33

3,6 2,04 92,463 44,9
4,6 2,33 87,69 47,82
S.9 2,567 1@.5 1,75 2,015 Q,E? 41,48 44,9
6,8 2,83 32,86 08,3
7.2 2,85 16,1 1,67 @&,215 $,28 3%,35 92,1
g, 2,88 33,80 57,7
2,9 2,85 16,8 1,69 2,013 .28 29,90 61,3
i2 2,85 18,4 1,76 8,045 @,a%v 15,25 65,1

24 2,85 11,14 1,86 @,81s6 3,31 3,93 73,0



s wvalores de tempo, biomassa, massa de ART (adiciona-—
do, consumido g residual) e, etanol acumulado {(produzido+residuo

do intdcule); estBo na tabela 11 e na figura 13,

TABELA 11 - Yalores de biomasss, massa de ART (res., adic. e

consumidel), g stanol acumulado para o 32 riclo.

tempn biomassa massa de ART (g etanol (3
(h} 1ig) bigr residual adiconado canaumidé acrumulado
@ 24,2 ¢,239 3,93 ¢,09 9,20 &@, 4
¢.3 24,9 9,040 £9,7 29,5 3,87
1.8 48, @ 39.1 11,1 79,8
2,0 43,4 112 48,9 B3, 6
2,5
3,¢ 1e7 177 70,0 71.5
4,9 134 22é 72,2 it1e
9,0 28,1 0,240 164 e85 124 ii8
6,9 149 315 1864 143
7.9 28,7 &,@43 12 315 203 148
H,.9 24,5 315 221 i&4
Z,8 29,0 6,843 59,53 315 254 174
10 38,2 ®,043 43, 4 315 z27e 185

24 314 @, e45 11,2 315 303 2en

ooty
o
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1.4 ~ 42 Cicleo - dia 28/41/ B9

Condiches iniciais:

M1=P4,ig/1 nl= 4,30%108 cel /ml
HMb=0,833y /1] nh= @,515%1¢8 cel . /ml
Si{moetol= 178,371 Fletanol residuall=o6B,4 g/1

Resultados obtidos:

R= 78,7% ART consumido=82, 4%

Poax= @,%%7g/8 . h ri{l/bi)= 7,0

Pem= €,43%0/g . h Brotos vivos (Bhi= 4,7 %
Pri=@,22%9 g7/g . h Brotos vivos (%h)= 3,7 X
Pub=g,840ma’/g . b Brotos mortos(Shi= 2,3 4
Pxi=@,15%9a/9 . h Brotos mortosi%hi= 4,0 X%

Acidezr tot {(vinhol=g,%g/1 Viabilidade (5h)=B@,0 X%

Acider produzides 1,41g/1 Wiakilidade (Ph)=63,8 %

pH {(vinhol= 4,32 rel  Brot. wmni{%hl= @,93
¥Yp/an = @,354
¥Ypife = §,432

o

BHIC & m e

FIRLOIVELR EE e iroay




Ds valores de tempo, volume,concentracoBes de .massa e

numero  de celulas de levedura e bactérias, acucares totais {(ART)

g etanol acumulado pstdo na tabela 12

TABELA 17 Valores de concentracido de massa ¢ numero de rélulas

{levedura & bacteérias), ART residuasis ¢ etancl acumulado

para o 42 riclo.

tempo volume levedura hbactéria ART g#tanol

residual scumulado

(hy (1) Lla/1 Ne/mi#16B  [1g/1 NesmixioB® £ig/1 [ig/1
@ 1,08 24,1 4,3 @,033 0,6 5,29 68,4
¢,7 1,18 29,9
1,0 1,36 37,7 57,8
2,6 1,73 13,6 2,3 0,018 @,3 58, 4 50,0
3,8 2,16 11,8 2,0 2,813 8,3 65,8 47,5
4,8 B,46 59,0 42,3
5,8 2,90 ?,8 1,6 9,012 @,? 70,7 ag., 9
6,4 B,9@ ' 47,9 49,3
7.4 2,90 a4,9 57,0
8,4 2,90 32,0 66,1
9,8 2,90 ?,8 1,6 ¢.012 0,7 24,8 62,3
ie 2,%9@ 2,8 1,6 e, 012 0,2 19,1 65,8

24 B2,%¢ ¢, 9 1,6 6,012 L 4,3 71,5



Os wvalores de tempo, biomassa, massa de ART {adiciona-
do, consumido e residuall) e, etanel acumulade (produzidotresidun

do indpulo); estdo nz tabels 12 e na figura 14,

TABELA 13 - Yalores de biomassa, massa de ART {(res., adic.

e cpnsumido) & etanol acumulado pars o 4% ciclo.

tempo hiomBsssk massa de ART (g} etanoglig?
{h) 1dg) b{g) residual adiconado consumido acumulado
& 24,1 ¢, 234 5,89 ?.90 0,00 68,4

2.7 35,3 32,4 2,87

1.@ 51.98 64,9 13,4 78.,@
2,9 i01 130 eg,9 B&, 4
3,2 25,5 ©,832 142 208 65,3 123

4,0 169 269 20,2

5,82 PR8,47 0,835 205 34@ 134 125

&, 4 197 34¢ 142 143

7,4 131 340 - eew 166

g, 4 23,9 3409 247 175

2,¢ 28,47 0,035 78,9 334 gaee 181
16,86 28,47 @,Q30 55,4 334 284 1914

24,9 ©8B,76 @,035 12,3 334 327 2eb

g
(.? i
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do indtulo) ¢ células {(leveduras+bactérias); em 1@ horas

de fermentac3o no 49 ciclo,
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1.5 ~ 8% Ciclo -~ Dia 227117 89

Condighes iniciaisg:

Mi=24,4 g/l nl= 4,4%108 cpl /ml
Mb=@, 0304/ ] nb= ¢,5%1e8 cel /ml
Simostol= 1469 g/} Pi{etanol residusl =69, 46 g/l

Resultados obtidos:

R= 70,7% ART consumido=71,6 %

Ps= @,%48g/gh r{l/b} = 8,0

Fem= @,37%g/ah Brotos vivos (Shi= 22,8 %
Fe = 4,01 g9/1 h Brotos vivos ($hl= 19,2 ¥
Pxb=¢,110mg/y.h Brotos mortos(Shi= 4,9 ¥
Pul=@,382 g9/9 . h Brotos mortos(%hi= 5,8 %

Acidez tot  (vinho)=P2,7Bg/! Viabilidade (5h=70,% %
Acidez produrida= 1 .P7 g/1 Viabilidade {(Fhl=54,2 %

pH (vinhol= 4,47 rel Brot. v/ m{%h)= 3,3

Yp/s0 &, 336

Yp/s

1}

2,497

24



s wvalpres de tempo, volume,concentrasotes de massa e
numere de celulas de levedurs g bacteérias, agucares totais (ART)

g etanol acumuladp estdo na tabela 14.

TABELA 14 Unlores de concentrac3o de msassi @ numero de cédlulas

{levedura e bactérias}), ART residuais g etanol scumulado

para o 92 ciclo.

tempo volume tevedura bacterisa ART etannl

residual acumulado

(h) (1) [dg/1 MNe/mi®i@  [dg/1 Noc/mlxi@ [ 3g/1 [ g/l
0 1,00 24,6 4,4 2,83 8.5 4,92 69,6
2,5 1,18 24,0

i, 4,37 36,7 58,7
2,8 1,74 61,5 49,9
2,5 1,92

3,8 2,14 52,1 a8, 4
4,2 2,50 YN 46,8
5,0 2,.%Q ie.s 1,7 @G,21 8,2 69,5 46,1
6,8 2,90 55,9 48,7
7.8 2,7e 18,6 1,8 ¢,91 0,8 44,8 50, &
8,8 2,99 34,4 57,0
7,6 2,90 10,4 1,8 &, 01 e,2
ie,6 2,90 10,4 1,8 g,81 B,82 30,4 64,1
24,8 2.99 12,6 1.8 2,01 6,8 5,89 74,9



s wvalores de tempon, biomassa, massa de ART {(adiciona-
do, consumido £ residual) e, etanol acumulado {produzidosresidun

da indrulo); est3o na tabela 15 e na figura 15

THBELA 15 - Yalores de biomassa, massa de ART (res., adic. e

consumido?, e etanpl acumulado para o 32 ciclo.

etanoilg)

{h) 1€{g) btg) residual adiconsdo consumido acumulado
@ 24,6 $,03¢ 4,982 2,09 @,88 69,6
¢,3 28,4 31,2 2,82

1.9 42,1 62,4 22,4 8e,3
2,9 107 i25 18,1 Bs. B
3,9 133 192 99.8 163
4,9 162 255 ?3.2 147
5,¢ 390.2 ¢,e32 ree 323 izl 134
&,9 168 223 1460 141
7,@ 3e.,8 ¢,032 121 323 2e1 147
8,0 100 323 223 166
Z,¢ 30.8B ¢,032
ie¢.¢% 36,8 9,032 88,8 383 234 186
24,0 3.8 ?,032 13,4 323 3e7 o9
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1.6 - 68 Cicloe -~ Dia 30/11/ 8%

Londi¢cbes iniciais-

Mi=88,7 g/ ni= 3,7%108 cel /mi
Mh=0,021g/1 nb= @,328x108 cel/mi
Slmostol= 160 g/1 Pletanol residual)=&7,0 /1

Resultados obtidos:

R= &1,2% ART consumido=74, 6%

Pa= &,9i7a/9 h riisbi= 9,6

FPem= §,3739/9 h Brotos vivos (Shi= 29,9%%
Pe = 3,23@0g/1 . h Brotos vivos ($h)= 38,4%
Fxb=¢,$08mg/g . h Brotos mortos(Sh)= 16,4%
Px1=¢. 124 g/g.h Brotos mortos(%hi= 14,14

Acidez tot (vinho)=2,74g/1 Viabilidade (S5h)= 51,5%
Acidez eproduzida= 1,33g/1 VYiabilidade (%hli= 5i,0%
pH (vinho) = 4,43 rel Brot. v/m{%h)= P,3
Ye/s = @,408

@&,343

i

Yp/un

Y



Os valpres de tempo, volume,concentracpies de massa e
numero de celulas de levedura e bactérias, agucares totais (ART)

g gtangl acumulado est3o na tsbels 14,

TABELA 146 ~ Valores de concentragdo de massa & numeyo de ceiulas
{(levedura e bactérias), ART residuais & etanol acumula-

do para o 68 riclo.

tempo volume levedura bacteria ART etanol

residual acumulado

(h} (13 Clo/1 Nesmix1e8 [lg/71 NosmizieB  £ign LJlgrsl
L 1,09 ee,7 3.7 0,221 9,38 0,99 54,8
g,5 1,1¥% 21,35

1,¢ 4,38 30,1 54,82
2,8 1,73 47,7 45,8
2,5 1,94 11,3 1,9 @,010@ $.29

3,8 2,13 55,3 42,7
4,8 &£,31 2,9 1,9 9,068 @,15 &2,8 49,9
4,8 2,81 ' 48,7 37,4
$,5 2,81 A42,7 45,35
7,5 2,81 8,30 1.3 Q.,e07 @.,14 41,8 49,7
¢.a 2,81 8,49 1,4 @, 007 .14 29,5 51,9
ie.¢ £,81 8,6¢ 1.4 o, 6e7 $.,14 24,1 56,9
24,@ 2,81 i9.,1 1,7 @, 007 $,47 ¢,00 65,8

i
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o

do, consumido 2 vesidual) e,

do incculo)

2 walores gde temeo,

; estao na tabela 17 & na figuras 146,

- Valores de biomassa,

biomassa,

massa de ART {(adiciona~

egtanol acumuladno

{produzido+residuo

massa de ART {res. ,adic. e,tcon

e etanol acumulado para o &8 ciclo.

massa de  ART

residual adiconado consumido

etancl{g)

acumulado

TABELA 17

sumidol,
tempo biomassa
{h) 1(g) bi(g?
@ 20.7 2,824
2.5
1,9
2.9
2,5 21,9 0,819
3.e
4,9 22,6 9,020
4,8
6,8
7.5 23,4 @,620
¢.0 23,6 9,020
16,8 24.2 ¢,820

24,9 28,4

@,825

118
is2
192
14¢
118
83,9
47,8

.00

&9, 2

1290

it
241
299
278
290
£959
229

279

&2,8
88,9

78,0

150

172

ce7

222

29

74,6

8e,3

21.,@
ie3
111
128
140
144
158

183

1 g
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& 47T Residual i} ART Adicionade
350, g ARY Consumido & Hassa Etanol
B Kassa Celular Total
328,
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248
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=

FIGURA 146 ~ HMassa de : ART, etanol acuwulado (produzida+residun
do inoculo) 2 células (leveduras+bactérias); em 1€ horas

de fermentaglo no &9 cicle.
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1.7 ANALISE DO 12 A0 4R CICLO

Passados & dias de fermentagio miéta { & riclos conge~
cutivos), pdde~se observar um decréscimo do ndmero de bactérias,
gque era de 2,3x16% cel . /ml no 12 ciclo, para 9,38%1068 cdlulas/m}
no &8 ciclo. As leveduras apresentaram-se variande de 4,4%168
cel. sml no 18 ciclo para 3,7%10B cel /ml no 42 ciclo. Por esses
ndmeros percebe-se que as leveduras variaram muito pouco (decrés-
cimo de 17%) e as bactérias sofrevam uma acentuads redugio {apro-
wimadamente & vezes menpor aque no 18 ciclo). Isso explica o sleva-
do aumento da relac3o entre leveduras e bactérias (2,0 no 12 ci-
cio e 9,6 no &2 ciclo),gue deveu-se fundamentalmente a reduclo do
nuimero de bactérias ji que as leveduras nSo variaram nesse perio-
do. @& acidez total no vinho neste periodo diminuiu 30 passar dos
ciclos, de 4,31g/1 no 12 ciclo, para 2,76 g/1, expressas em dcido
latico, no &% ciclo

0 quociente entre, acidez acumulado (expressa em g/l de
dcida  laticol e a relacgBo levedurasbactéria, apresenta um indice
bastante ilustrativo no que se refere 3 infecg8o por bactérias
1gtiras,o que sera demonstrado ao loﬁga deste trabalho. HNesta
etapa este indice se spresentou em declinip variando de 2,21 no
i ciclo para @,288 no &8 ciclo

Analisando a porcentagem de brotos vivos e mortos até o
49 ciplo, notou-se um declinio da % de brotos vivos e um aumant o
da % de brotos mortos. A partir do S5 ciclip ambas apresentaram
elevacio com um sumento significantemente maior de brotos wvivos
Fazendo com gue © indice entre a divisio de brotos vivos por mor-

tns, gue se mostrava decrescente até o AR ciclo, passasse a per-

e



manecer quase constante do 42 até o 9% ciclo, na faiwxa entre 2 ou
3 brotos vivos para cada broto morto.

& wviabilidade caiu sensivelmente ao final de 9 horas de
fermentacho entre o 12 e o 62 ciclo, respespectivamente, 96.8 e
54 ,6%. 0Os parBmetros de avaliac8o do processo neste periode foram
analisados sem a participagio do 1% ciclo jd aue este ndp refle-
tiuy as mesmas condighes dos demais. A porcentagem de ART no mosto
de slimentacSo foi superior , e as condigdes fisioldgicas das le-
veduras foram diferentes dos demais n3o estando adaptadas »p eta-
nol. & partir do 82 ciclo houve uma exposigao continua do insdculo
ag etanal a concentragbes de 68-70 a/1 até o 182 ciclo, asseme-
thando~se 3% tondi¢des das usinas.

Analisando~se os pardmetros de rendimento alcodlico ba-
seado no tedrico (R), fatores de conversio ( Yp/s @ Ypisol), pro-
dutividades (Pe, Pem ¢ Ps), para o 22 até p 5% ciclo; observou-se
que esta foi a faixa dtima do experimento, onde foram obtidos os
melhores resultados em termos d@ Processo, Com destaque para o 32
ciclo onde ochteve-se o maior rendimento e © 52 rom o maipr wvalor
de Yp/s. O 49 ciclo se destacou~se pelos melhores resultados de
produtividade (Ps @ Pe) & 0 30 riclo devido a Pex, Yp/so & a por-
centagem de ART consumido.

Nests fase, ohde a acidez total e o ndmero de bactérias
contaminantes decresceram, pode-se assumir que a levedurs se mos-
trou bastante superior em termos competitivos, nac apresentando
reducBes drasticas no sistema como as bactérias. Quanto aos re-
cultados om termos de processe £ das rondicBes fisioldgicas das
1eveduras, 0% melhores resultados do experimento foram obtidos

nesta fase.
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2. RESULTADOS DO 72 a0 98 CICLO

2.4 ~ 72 CLiclo -~ Bia #i/12/8%

Condigdes inicilais:

M1=P2,4 g/1 nl= 4,0%168 cel . rmi
Mb=@, 02 g/l nb= @,4%1p8 cel /ml
S{mostol= 1B2,9 o/l Pletanol residual }=54,8 g1

Resultados obtidos:

R=5%,2% ART consumido=74,5%

Ps= ¢,.8282 s/9.h ri{l/b) = 11,14

Pem=9,334 g/g.h Brotos vivos (Shi= 34, 4%
Pe =3,640 71 . h _ Hrotos vivos {%hi= 37,8X%
Pxb=@,330ma/g . h Brotos mortos(3Shk)= 146,8%
Pxl=0,385 g/fg.h Brotos mortos{(%h)= 13,5%

Acidez tot (vinhg)=2,4654/1 Viabilidade (Sh)= 47,4%

Acidez produzida= {.188/1 Viabilidade (%h)= 55,8 %

pH {(vinhol= 4,44 rel. Brot, vwm(Phlz £,8
Yesisg = @,303
Yp/s = @,4@4
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Os valores de tempo, volume,concentracofes de masss e

nimero de telulas de levedura e bactérias, agtdcares totazis (ART)

e #tanol acumulado estlo na tabela 18.

TABELA 18 - Valores de concentrac8oc de massa e ndmero de celulss

{tevedurs 2 bacterias), ART residuais ¢ etanol para o 78 ciclo.

tempo volume levedursa bactéria HRBT etannl

residual acumulado

(k) {1 EJg/1 Ne/mix®lo Cig/1 KHo/mlxie {3g/] Clg/1
2 1,00 22,4 4,0 2,080 @,36 0,00 56,8
2.5 1,14 23,2

i.e 1,32 48,4 R4,7
2,8 1,44 49,9 44.8
3,¢ 1,74 46,7 43,1
4,¢ 2.B2a 11,3 i,% G,e0% @&,17 48,7 42,3
4,5 p.4¢ 19,9 1.8 2.00% ©.,14

5,8 2,94 ig, 4 1.7 2,088 0.1é &8.2 4e,1
&,@ 2,92 ' 73,2 41,2
7. B,92 2.9 i,é 9,087 0,14 63,9 42,8
g, 2.92 48,8 47,3
2,8 2,%2 19,4 i,7 g,ee8 B8.16 39,9 51.3
i@, 2,92 12,9 1.8 ¢, 089 0,14 3e,7 55,8
24,8 2.%2 11.4 1.9 9,897 0,417 2,00 &9, 4

Las



fls wvalopres de tewmpo, biomassa, massa de ART (adiciona-

do, consumido e residual) e, etanol acumulado (produzido+residuo

do inocule); est3o na tabela 19 & na figura 17,

TARBELA 19 -~ Yalores de biomassa, massa de ART (res ., adic. e

consumidp) # etancl acumulado para o 72 ciclo.

tempa biomassa massa de ART (g} etanol{g)
{hi 1{g) big) residual adiconado consumido acumuiado
@ ge, 4 0,820 2,00 2,80 @,e0 54,8

9,53 29,3 27,4 ®,13

1.¢ 53,6 58,8 a,84 61,7

2,8 67,3 118 58,4 73,7

3.9 99,6 172 81.9 87,5

4,0 25,4 @,022 1414 2e7 84,8 95,8

4,5 #4,2 &, 828

5.@ R&.4 ¢,e20 175 284 141 1e3
4,0 214 352 138 1ce
7,86 R7.,B 2,020 187 35¢ 165 123
8,¢ 143 332 oer 138
Z,& 30.4 @,823 114 358 £38 159
1,6 31,9 2,086 87,9 3352 2ae 143
24,6 32,5 9,026 é,ed 352 35a 2e3
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& KT Residual B GET Adicionade
364 $ ART Consumido {1 Hassa Etanol
& ¥assa Celular Total . * i :
328,
2R8]
&
248
64
&
pH _
160 '
¢ 168, .#M,f%
¢ ; __ / g
128 ¢ 3 »
e o
A pd A b

R

1T § 1T 1 & 4 e

TEHPO (horas)

FIigyra 17 -~ Massa de ART, etanol acumulado {produzido+residuo

do inbculo) e celulas (leveduras+hactérias); em 1@ horas

de fermentagio no 7O ciclo.
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2.2 ~ B8R Cicio - Dia 62/12/ 89

Condigfes iniciais:

M1=PP,5 g/1 ni= 4,e%x108 cel . /ml
Mb=0,06Pg/ 1] nb= 1,1%188 cel /ml
Si{mostolr= 171 g/1 Pietanol residuall}=&g,7 o/l

Rewultados obtidos:

R= 53,1¥% ART can%amidq=?7,3%

Ps = ©,84Gg/9 . h r{l/b) = 3,5

Fem= ©,330a/9. h Brotos vivos (Shi= 36,4%
Pe = 3,36 g/1.h Brotos vivos (Fh)= 31,9%
Pxb=9,3460mg/ 9 .k Brotos mortos(Shi= 19,B%
Px1=0,184 g/9 . h Brotos mortos(9h)= 15,2%

GBrider tot (vinhol}=3,2 g/1 Viabilidade (Bhli= 47,4 %
Acidez produzida= 1.71 g/1 Visbilidade {Phli= 55,0 %

pH {(vinho) = 4,27 Rel . Brot . v/m (%hi= 2,1

il

Yp/so @&,282

p/s &, 344

It
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s valores de tempo, volume,concentracoles de . massa €
nimero de ceélulas de levedura e bactérias, agdrares totais(ART) e

etanol acumuladp estlo na tabela 29¢.

T&BELA P@ ~ Valores de concentracio de massa g numero de celulas
(levedura e bactérias), ART residuais e etanol ascumulado
para o B2 ciclo.

tempo volume levedura bacteria BRT gtannl

resididual acumulado

(hy (1) [1g/1 Ncsmi%108  [Jasl NesmixteB [dg/1 [lg/1
2 1,0 22,5 4,0 2,062 1.1 9,00 62,7
¢,5 1,18 19,7
1,0 1,36 38,1 58,5
2,0 1,78 55,1 43,8
3,8 2,08 66,7 41,7
4, 2,44 48,2 49,6
5,0 ©,8@ .8,96 1,4 9,082 0,41 71,9 38,1
6,5 2,87 ' 59,6 43,5
7,8 £,87 ,1e¢ 1.5 $.e22 0,42 56,6 46,7
84,8 2.87 9,56 1,6 0,024 0,45 44,9 48,9
9.6 P,87 . 7¢ 1,6 »,824 0,45 35,4 54,6
10,8 2,87 9,70 1,6 ¢,824 8,453 27,0 55, 4
24,0 2,87 9,7¢ 1,6 9,0P4 0,45 e,00 &é,7
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Os wvalores de tempo, biomassa, massa de ART (adiciona~

do, consumido e residual} e, etanol acumulado (produzido+residun

do indculo); estip na tabela 21 & na figura 18,

TABELA 21 - Yslores de biomassa, massa de ART {(res., adic. e,

consumida) e, etanol acumulado pars o B2 ciclo.

e " . e oatt Wk Ymm i b o R T e b T P i o e S AR ) IS AT e T o S AR TS S i S T T s i b S s e T

empo bipmasss massa de ART (g} . etannlig)l
{h) 1(g? bi{g? residual adiconadp consumido acumulado
@ 22,3 @,0s88 ©,00 0,00 0,00 s, 7
VA 23,2 32.? ¢, 67

1,@ 51,8 63,7 13.% &8,7
2,9 74,7 131 36,8 75,3
3,0 126 ie7 7e.7 84,6
4,8 166 263 Ya4,48 ¥8,9
5., 24,9 @, 0561 z2e1 ane 127 197

&.@ 171 343 171 125

7.8 26,8 9,263 143 343 180 134

8,6 27,3 @, 8579 129 343 214 14¢

g, 27,9 2,069 162 343 244 157
19,2 &7.% @, Q69 77,8 343 263 159
za,8 27.% 3,069 9,090 343 343 172

- wm_»—»__«_mmm._—...m......_....w.—.--.-—.\.....«.-—..-__n«»....—....4.«..-.—_,._»,.md_.w__wmmuw—_—w«mw_mmn—
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4 ART Residual {1 BBT #dicienado
o5a P ART Consumido & Hasza Etanel
T A Massa Celular Tetal - v a 5 =
388
264
228 /
g
@
T 176 / Jffff e
5 / &
& / d -
v 132 4 g -
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h & y.S 4 A

4 3 : 1 ¢ § 1@

TEMPG (hopas?

FIGURA 1B —~ Massa de : ART, etsnol aumulado (produzido+residuo
do inécula) & céluytas (leveduratbactéerias), em 10 horas de

fermentagsdoc no BY giclo.



2.3 9¢ Ciclo -~ @3/712/89

Condigdes iniciais:

M1=P24,5g/) nl= 4,44%10% cel /ml
Mbh=0,15 g/} nb= 2,8%188 cel. /ml
Simostol= 173 g/l Pletanol acumuladoi=&41i,.2 g/t

Resultados obtidos.

R= 62,2% &RT consumido=73, 9%

Po= &,B08g/g.h r{l/bi= 1,6

Pep= 9,3%05/a9 h Brotos vivos (Dhl= Bé&,0%
Pe =3,61a/8 . h Brotos vivos (Ph)= 39,35
Pxb=¢,%4%mg/g  h Brotos mortos(3hl)= 19,7%
Pxl=@,184 g9/9.h Brotos mortos(%hl= 17,3%

acidez tot {(vinho)=3,71g/1 Viabilidade (3h)=357,¢ %
Aicider produzida= 2,18g/1 Viabilidade (%h3=59,0 X
pH (vinho) = 4,27 fel Brot, v/m(Phi= 2,3
Ypiso= @,31%

Ypie = £,431

1iF



fls valores de tempo, volume,concentragofes de:massa e
nimero de cdlulas de levedura e bacterias, agucares totsis{ART) e

etanol scumulado estio na tabels 22.

TABRELS 22 ~ Valores de concentragdo de massa g numerop de células
{levedura e bactdérias), ART residuais e etanol acumulado

sarz o 9% rciclo.

tempo volume ievedurs bacteria ART gtanol

residual acumuladp

(h) (12 [lg/1 Nesm1%108  [lg/s1 Nesmlxip®  [1g/d [la/1
@ 1,86 24,5 4,4 2,153 2.8 ¢, 00 61,2
2.5 1,158 20, e

1,2 1,89 36,9 5@, 1
2,6 1,59 59, 4 45,7
3.6 1.8B 5&, 6 43,8
4,0 2,18 : 63,3 44,4
5, 2,49 53,9 42,3
&,@ 2,77 ' 65,8 45,0
¥, 2,89 9,42 1.5 @,053 {.@ 56,3 48,2
g,& 2,89 47,3 50,6
2,0 2,89 10,1 1,7 2,058 1,14 37,7 56,8
16,6 2,89 16,3 1,7 ¢,05% 1.1 29,5 57,8
4,0 2,89 10,3 1,7 @,05% 1,1 ¢.00 71,4
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s wvalores de tempo, biomassa, massa de ART {adiciona-

do, consumido 2 residual) e, etanol acumulado {(produzidotresiduc

do inGoulo); est3o na tabela B3 e na figura 19

TARELA 23 ~ Valores de biomassa, massa de ART {res., adic. e,

consumido}? ¢ etannl acumulado para o 92 ciclo.

tempo biomassa massa de ART (g} etanol (g’
th 1¢a) bigs residual adiconado consumido acumulade
@ 24,3 @,153 2,09 @,00 0,09 61,2
8,5 23, e 25,3 2,49
1.@ 47,7 51.,¢@ 3,22 64,8
2.0 80,1 iee 21,8 7E, 6
3,¢ 196 153 44,4 81.4
4,8 138 2e4 53,9 26,7
5,9 159 es7 28,3 195
5,0 182 306 124 i24
7,2 27,2 ¢,153 163 387 144 139
8,0 137 387 S 1%9 144
?,.8 2%9.c 2,148 109 327 218 1464

16,6 29,8 ¢,17¢ BS,3 387 24 145

24,8 29.8 @,17¢ ®,00 387 387 284

e e e e i . — o A A Moy Mim mm b b WA R e (e MR Mms e r A W SRM e e e ek ki e e MR A A VAR MR B M e b e e W ARG A RS e
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& GRIResidual [ 4BT fdicionado
266, B ART Consunide & Hassa Etanol
& Hassza Celular Total
328, P i
s

288, / |
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158 / " ¢ -

128, / ’f‘f S é > i.
~ \\“‘ﬁ

SO MG S

12
jined
.. T

S B S

TEEPO {(horas)

FIGURA 19 -~ M™Masss de : ART, etano! aumulado (produvidotresiduo

do InAcuic) e cétutas (tevedura+bactérias), em 10 horas de

fermentacio no 8% ciclo.
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2.4 ANALISE DOS CICLOS 72 a0 99

A fase que compréende os ciclos 7, 8 ¢ 9 ful considera-
da como uma fase intermedisria e foi marcada por uma recuperacso
das células dos lactobacilos, havendo um aumento significativo do
pimeroe de células bacterianas de ©,36%x108 Para p guip8 células
por ml de indeculo, um sumento de 7,8 vezes. 6 levedura tambem so-
freu um aumento, de 4,0%108 ng 70 ciclo, para 4,4%168 cel /ml de
inoculo no 72 riclo, porém bastante inexpressivo se comparado com
o das bactérias. Isso resultou na diminuiclo marcante da relaclo
levedurasbactéria, de 11,1 no 72 ciclo, pars 1.56 no 928 ciclo
{(diminuicio 7,1 vezes),

& wvarisgao da acidez total se mostrouw fiel & variagao
do  numevo de células bacterianas aumentando significstivamente,
de .45 g/1, expressas em acido 1dtico, para 3,71 g/1 no 92 cicle
{um aumento de 4@%).

£ importante ressaltar gue ate esta fase a relacBo en—
tre bretos vivos e mortos, o indice indicative do esauibrio das
condiclies fisipldaicss da celulas juntamente com & wviabilidade,
se mostrouw favoravel ao crescimento, ou seja, ainda havia um
maior numero de brotos vivos em relagdo o0 mortos (média de 2,4
Lbrptos vivos para cads broto morto ao final de 9 horas de fermen-
tagsoy .

dinda nesta fase pode~se gestacar um fatu interessante.
iz parametros de avaliaclo do processo, ndo sofreram grandes per-—
das em relagio zo periodo anterior € apresentaram valores com
pouca variagio entre os ciclios, exceto para o Yp/s do 82 ciclo.

Para ot demalis o rendimento (RB) ficou ns fainxa de &9¥, 2 produti-

1id



vidade de etanol- Pem - na faixa de €,34 9/9.h e Pe em tornoe de
3,9 a/1l.h, os fatores de conversdo Yp/s & Ypso respetivamente
8,42 e ©,30 e o valor medio de consumo de ART de 7%%, ao final de
1% horas de fermentaclo.

3. RESULTADDS N0 108 ap 182 CICLD

3.1 162 Ciclo - Dia @4/12/89

Condi¢des inicivisg:

Mi= 23,3 g/1 ni=4,2%1e% cel /ml
Mb= 0,220 g/1 . nb=4,¢%108 cel sml
S{mostol= 175 g/ Pletanol residual}=&5,7 g/l

Resultados obtidog:

r(l/sb) = 1,0

Brotos wviwvos (Fhi= 23,84
Brotos mortos(?hi= 18,9%
Rel. Brot vw/m{7hl= 1,3
Acider tot (vinhol)=4,23g/1
Avider produzaida= 2,48 g/1
pH {(vinhol= 4,89

Viabilidade {(7h)= 53,1 %



3.2 112 Ciclo - Dia 04/12/8%

Condighes inicials:

Mi=28,3 g/1 nl= 5,1%108 cel . /ml
Mb=@, 356971 nb= 5,1%108 cel./ml
S{mpstol=s 173 g/1 PF{pitanol residualli=65,8 o/l

Resultados obtidos:

r{l/b> = 1.0

Brotos vivmé (S5h)= B9,0%
Brotos mortos{Shl= i?.R%
Rel. Brot.vw/m(3h)= 1,306
acidez tot (vinho)=4,78g/1
aridez produzidas £,838/1

Yinbhilidade (3h}= 33,8 4
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3.3 189 Ciclo -~ Dia @6/18/ 8%

CondicOes iniciais;

Mi=31,4 g/1 ni= 5,7%108 cel . /ml
Mb=0,3%5&g/1 nb= &,5%188 cel . /ml
Simostol= 178 g/l Fipianol residusl)=eS.,7 g/l

Resultados phitidos:

R= 98,3 4 ART consumidp=73, 4%

Pg= §,5%4q/gh r{l/b) = &,87

Pem= @,23Bg/g.h Brotos vivos (Shki= 31,6%
Pe = 3,43 g/1.h Brotos vivos (Ph)= 30,974
Pub=4,87 mg/g. h Brotos mortos{Sh)= 19,3X%
Pxl=¢,3535 g/g.h Brotos mortos{%hl= 16,C%

Acidez tot . {vinhol)=4,83g/1 Viabilidade (5h)= H5%9,1¥%

Acidez produzida= 2,84 g/l Viabilidade (Fhi= 59,0 ¥

pH {vinhol= 4,84 Rel. Brot wvw/mi{Ph)= 2,22
Yop/so = @,899
Yp/s = 8,397

119



Ds valores de tempo, volume,concentragodes de:massa e

numero de rélulas de levedura e bactérias, agucares totais(ART) e

etanol acumulado estBo ng tabela 24,

TABELA P4 ~ Valores de concentraclSo de massa g numero de células

{levedura = bartérias), ART residuais e etanol acumulado

para o 122 ciclo.

Fempo volume tevedura bactéria ART etancl

residual acumulado

(thy (1) [Igs1 Nesmix108 L1971 No/mixie® [ g/) £lg/1
2 1,00 31,4 5,7 ®,356 4,5 0.80 65,7
5,6 2,435 14,7 2,5 8,159 2.9

9,0 2,90 13,9 2,4 e,15¢ 2,8 31,78 54,6
16 2,90 14,4 2,5 0,155 2,9 28, 28 57,
24 @,9@¢ 14,4 2,5 @,155 2,9 2,00 67 . b

o
Fix
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0 wvalores de tempo, biomsssa, massa de ARY {adiciona-
do, consumido ¢ residuzl) e, etanol agumulado {(produrido+residup

do indculod; estd3o na tabela 25 e na figura PG

TABELA 25 ~ Valores de biomassa, massa de ART (res., adic. e,

consumide) & etanol acumulado para o PR ciclo.

tempo biomasssa massa deg ART (g2 etanol{g)
{h} 1igJ’ BCg)? residual adiconado consumido srumulado
2 34,4 4,354 9,69 @,00 @.,00 43,7

?.0 49,3 2,435 ve,@ 333 24i 138,4
ie.2 41,8 8,459 B2, 9 233 251 165,33

24,0 41,8 9,450 2,00 333 333 1946,1

e e it v m= M it SA SN Mmoo ek A SR A Y e e ek i Ml S Ak Al A TR YR WA R R - TR ST e b ke ke ik Ak e ik b iy b it A b e k. e i
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FIBURA 20 ~ Massa de : ART, etanol aumulado (produzido+residuo

do intculo) e células (levedurat+bactérias), em 19 horas de

fermentagio no 189 ciclo.
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3.4 132 Liclp ~ Dia &7/12/8%
Condigdes iniciais:

M1=34,8 g/} nl= &,2%108 cel. /ml

Mbh=0, 481a/1 nb= 8,8%1908 cel . /ml
Simpeto)= 171 g/l Pi{etanol residuali=&d, 1 g/l

Resuyltados obtidos:

R= 61,%% ART consunido=76, 1%

Pe= 0,353 g/3.h ril/bl)= ©,79

Pem= @{833 g/g.h Brotos wvivos (Sh)= 32, 4%
Pg = 3,32 g/1.h Brotos vivos (Phi= 33,2%
Pxh=%,70 ma/g h Brotos mortos{Shi= £9,3%
Pri=@,323 g/g.h Brotos mortos($hi= 18,3%

dcidez tot (vinhoi=%,38g8/1 Viabilidade (5h)=47,.9 %
Acidez produzida= 3,278/1 Viabilidade (¥h)=44,@ X
pH {(yvinho}) = 4,88 Rel Brot. v/m(%hl= 1,86

Yp/s = @,4843

i

Ypsan &,316



fis valores de tempo, volume,concentragofes de:massa @
numero de celulas de levedura e bactérias, agucares totais(ARY) e

etancl acumulado estSo na tabela 26.

TABELA 26 -~ Valores de roncentracho de massa g numero de celulas
{1pvedurs ¢ bactérias), ART residusis e etanol acumulado
para o 13¥ ciclo,

tempo volume levedura hactéria AaRT gtancl

residual acumulado

{h? (1} Cldgs Ne/mi%108 [ 1a/1 Nc/mixie Lig/1 {Jgs1
¢.% 1,00 34,9 &, ¢ 9,481 8,8 ¢,00 64,14
1., 1.33 32,9 51,8
2,8 1,67 48, @ 47,4
3.6 £.,0@ 53,3 44,3
4,¢ 2,348 63,7 49,7
5.4 2,87 13,3 2,3 9,177 3.2 68,2 3%.5
4,0 2,87 13,9 e, 4 2,185 3,4 53,8 41,8
8,0 2.87 15,9 2,6 @, 282 3.7 44,3 H51.2
g.,¢ 2.87 34,3 54,3
1@ 2,87 13,1 2,6 ¢,204 3.8 gé. 6 37,5
24 2,87 13,1 2,6 @,z2e4 3,8 2,80 7¢,%9

L4



flu wvalores de tempo, biomassa, Massa de ART {(adiciona-
do, consumido e residual) £, etanol acumulado (produzido+residuo

do indculo); est8n na tabela 27 e na figura £1.

TAapELA 27 - Valores de biomassa, massa deg ART (res.. adic. e,

rensumidoy e gtanol acumulado para O 13% riclo.

tempo biomassa massa de ART (g} etannlig?
(hl 1(g) {g} residual adiconado consumido agumulado
2 34,4 ¢,481 G, 8,00 %,00 &4,1
i,9 44,0 97,14 13,1 67,1
2,9 89,9 114 34.1 7%, 1
3.0 1&7 171 4,1 88,8
4,8 149 228 79.4 75,3
9,6 38,8 @,050% 126 32¢ 123 143
6,2 39,9 @¢,5332 189 32@ 131 itg
B, 43,1 9, 580 134 e 184 147
@,0 ie4 e 213 157

16 43,4  ©,5%0 76,3 3ge 243 165

g4 43,4 %,9%8 o,0@ 329 320 £e4

.......-_..-w...-.............._......._......._...._._.w._........_m__...-.-__.‘«-.-,—...».....—-m_—m_—ﬂ_._,...w._w__ww—_..».._mw__n«...-_....,,....._._



FiGURA 21
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-  Massa fde ART, etanol aumuiado {procuzidotresidus

dg inbdeutor e celutas {levedyrat+bactarias), em 10 horas

de fermentacho no 139 cicto,
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3.9 148 Ciclo -~

Condigdes iniciais:

M1=32,1éa/1
Mb=@,55 g/1 n

Stmostol= 183 o/l

Regultados obtidos:

R= 9%,8%
Pe= @,6P8 g/a.h
Pem= @,26& 9/9.h

Pe 3,44 /1. h

H

Pub= 4,0 mg/1.h

Pui= 8,248 g/1.h

acidez tot. (vinho)=5,609/1
scidez produzida= 3,45 g/1
pH {vinho) = 3,97

Ye/ao = @,300

31

fp/s 9,418

Dia @B/12/89

nl= 5,6%108 cel /ml

b= t0x108 cel. /ml

ART consumido=73, 4%

ri{l/bi

Brotos

Brotos

Brotos

= §,55
vivis
Wivos

mortos

{Ghi=
(h)=

(Sh)=

Brotos mortosi(Thli=

Viabilidade

UVigbilidade

Rel Brot.

ie?

(Sh}=

{(Fh)=

v/m{Phli=

26,6
22.1
28,9
22,7
41,5
45,7

8.,%7

P(etanol residuall)=éé,4 g/l



Ds valores de tempo, volume,concentragobes de:massa e
nimero de celulas de levedura e bacteérias, sglcares totasis (ART)

e etanol scumulsdo estBn na tabela 28.

TABELA 28 Uaslores de concentracio de massa e numero de ceélulas

{levedura e bactérias), ART residuais e etanol aeumalado

para o 148 ciclo.

mﬂ—“m—ﬁmw*Mﬂ!m—tmw—-ﬂh—ﬁmwmﬂ——m“ww—wwmp——_W”———--&-M»—;—ﬁ«w—_—n«www‘q————*mw

tempo volume levedura bacteria ART gtanol

residual acumuladoe

(thy (1) {1971 Ncs/m1%108 [Jg/1 No/mixieB  r[lg/1 [lg/
@ 1,00 35,6 b,5 8,642 12 2,00 66,4
1,8 1,32 40,6 57,6
2,6 1,65 57,8 4%,8
3,6 1,97 ' 66,1 46,1
4, 2,30 14,8 2.é e,253 4,7 68,2 44,9
5,9 2,42 13,3 2,3 e,225 4,1 74,4 44,9
6,8 2,87 13,14 2.2 8,221 4,14 65,8 42,8
7,8 E,87 59, 6 49,9
8,6 2,87 13, 2,2 8,223 4,1 47,8 52, 4
2.6 P,B7 13,6 2,3 @,230 4,2 4¢,0 57,4
16 .87 13,7 2.3 8,232 4,3 31,7 59,5
p4a 2,87 13,7 2,3 0,238 4,3 3,9 75,7
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fis wvalores de tempo, biomassa, massa de ART (adiciona-
do, consumido £ receidual) £ etanol acumulado {produzidosrecidun

do indculo); est3o na tabela 29 e na figura P2,

TABELA 2% - VUalores de biomassa, massa de ART (res., adic. e,

consumidn) v etanol scumulado para o 149 ciclo.

tempo picmassa massa de ART (gl gtanol (g3
(k3 1(g) b{u) residual adiconado consumido acumulado
@ ¢,20 8,00 ¢, 00 56,4
1.9 23,7 59,3 3,58 76,8
z2,0 94,3 119 24,3 ge .t
3,@ 138 178 47 . 4 71,0
4,8 23,99 2.381 157 237 89,5 193
53,0 34,86 9,5%9% 197 294 29,3 114
6,9 37,66 2,630 189 343 154 123
7.9 1714 343 i71 141
8,0 37,93 ©,641 137 343 285 1514
7,9 39,16 0,861 1195 343 228 163
18,9 39,39 @, 867 71,2 343 252 171
£4,6 39,3% 0,447 11,3 343 332 2ig
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& ART Fesidual 0 ART #dicionade
368 § ART Consuwido & Hassa Etanol
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FIGURA 22 ~ Massa de : ART, etanoci aumuiado (produzido+residun
go indculo) e céiuias (feveduratbactérias), em 10 horas de

farmentacdo no 14% ¢icgio,
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3.4 158 Ciclo - Dia @9/12/89

Condicles iniciais:

M1=25,5 g/1 ni= &,5%188 cel /ml
Mbh=@,704g/1 nb= 12,9#108 cel /ml
S{maostor= 187 g/t Pietannl residual}=4&B,7 ofl

Resultados ohtidos:

R= 76,04 ART consumido=79@, 8%

Ps = @,39Bg/9.h ril/bi= 8,3¢

Pem= @,FP369/9.h Brotos vivos (Shl= 22,44
fe = 3,36 g/l.h Brotos vivos (Phl= B1, 5%
Pxb= 3,44 mg/9h Brotos mortos(3hi= 7,74
Pxl= 9,192 a/g.h Brotos mortos{Fhli= 22,6%

fAcider tobt  (vinhg)=53,96g/1 Viabilidade (Sh)= 38,3X%

Acidez produzida= 3,69s/1 Viabilidade (Ph)= 40, 0%

pH (vinho) = 3,95 Rel Brot. v/mi?hli= 8,93
¥p/so = 9,273
Yp/s = ©,388

131



Ds valores de tempo, volume,concentracobes de:massa e

nidmerc de cflulas de levedura e bactérias, agdcares totais (ART)

¢ etangl acumulado estio na tabels 3@

TABFLA 3% - VUalores de concentragBo de massa ¢ numero de celulas
{levedura & bacterias), ART residumis ¢ etanol acumulado

pars o 1892 ciclo.

tempo volume levedura bactéria ART etanol

residual acumulado

thy (1) L3g/1 Nesmix108 £3g/1 Norsmixie®  Clgs1 13/
@ 1,00 35,35 4,47 0,704 12,9 49,0 68,7
1,2 1,37 49,6 53,3
2,0 1,69 56, 6 46,9
3,0 1,39 16,8 2,94 ¢,319 5,88 68,1 43,6
4,0 P,30 70,7 42,3
5,8 2,68 70,7 41,1
&, 2,89 13,2 2,07 ¢,P40 4,54 &7,0 43,7
7,6 2,89 13,3 2,28 9,248 4,56 54,1 44,3
8,6 2,89 13,7 2,35 @,255 3,70 50,8 59,9
9,6 2,89 13,8 2,37 ©,R57 4,74 39,3 53,0
ie 2,89 14,2 2,45 9,266 4,90 35,7 57,3
24 2,89 14,3 p,47 ®,268 4,94 ®,00 73,0

Lot St Ame e e A v R = . i A W A MR PR e s e WA N e e e b W G R BRE A e e e e e e A el L R T e
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1s wvalores de tempo, bilomassa, massa de ART (adiciona-
do, consumido e residual) e etancl acumulado {produzidotresidup

do inoculo); sstio na tabela 31 ¢ na figura 723

TABELA 31 -~ VUalores de hiomasss, massa de ARY {(res., adic. e,

consumido) e etanol acumulado para o 152 ciclo.

tempo biomassa massa de ART {g} etanol {(g?
{hi 1{gq} b{g) residual adiconado consumido acumulado
@ 33,5 G,7e4 2,00 9,00 8,99 &8,7
1.8 56,4 fe.b 16,2 74.,@
2,8 1,4 121 27,4 77,4
3,9 134 181 47,1 86,0
4.9 : 182 242 ) ?7 .1
3.0 . 185 3¢2 1417 ieg
&, @ 38,2 &, 693 194 as54 169 126
7.9 38,95 2,718 157 354 197 1028
B,e 39,7 0,738 147 354 o7 147
2,9 39,9 $.744 ii14 354 ' 249 133
16 41,14 2,779 123 354 259 1466
24 41,4 2,776 0,00 453 354 211

435
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FIQURA 23 ~ Massa de : ART, etano! aumulado {produyzido+tresiduo
do indculo) e cétuias (leveduratbactéariss), em 10 horas de

fermentacdo no 18D cicio.



3.6 {48 Ciclo -~ Dia 16/12/8%

Condigdes iniciais:

M1=34,7 g/l nl= 6,3%168 cel /mi
Mb=1,%1 asl nb= 35,1%108 cel./ml
Simpstoli= 181 g/ Pletanol residusl1=&6%.,% g/l

Resultados obtidos:

Rz 4&,7 % ART consumido= 39,7X%

Ps= @, 4B8q9/gb r{i/bi= ,18

Pem= &,2029/8hb Brotos vivos (Shl= 16,94
Pe = 2,83 g/1.h Brotos vivos ($hi= 15,8%
Pub= 1@,0ma/gh Brotos mortos(3ki= 33,9%
Pul= 8,195 9/9.h Brotos mortos(Phi= 29,3%

fcider tobt . (vinho)=4,B2g/1 Viwbilidade L8hY= B9,7Y%
Acider produzida= 3,99 g/l Viabilidade {(Phix 36,04
pH {(vinho) = 3,BY Rel Brot. w/mi{Ph}= &,34

¢,235

9

Yp/so

i

Yp/s ¢,3%94

35



05 valores de tempo, volume,concentracodes de-masss e

nimero de celulas de levedurs e bactérias, agldcares totais{ART) e

etannl acumulado estlo na tabela 3P

TARFLA 32 - Valores de concentracio de massa ¢ numero de células

{levedurs e bacteérias?, ART residuais e etanol acumulado

para 0 162 riclo.

tempo volume tevedura bactéria ART gtanal

residual acumulado

(h) (1) Flg/l Ne/smlx1e8 [2g/1 NesmixieB [ig/ {jgxi
@ 1,00 34,7 6,73 1,91 35 5,29 6%,
1,9 1,27 32,2 56,8
2,0 1,54 48,3 49,9
3,8 1,81 .éa.e 46,3
4,8 2,08 63,% ap,7
5,0 2,35 43,9 41,9
6,8 2,62 70,1 43,90
7,6 2,88 14,1 2,4 2,73 13 72,5 43,7
85,0 2,88 | 13,7 2,3 8,714 13 59, @ 47,0
%, 2,88 13,9 2,4 ®,72 13 52,9 50,0
1¢ 2,88 14,0 2,4 e,73 13 46,6 52,5
24 2,88 14,2 2.4 6,74 14 4,30 73,5
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s wvalores de tempo, biomassa, massa de ART (adiciona-
do, consumido g residuall e, etanol acumulado (produzido+tresiduo

do indculo); est3o ns tabela 33 e na figurs P4,

TABELA 33 - Walores de biowmassa, massa de ART (res ., adic. e,

ronsumide) e, etanol acumulado pera o 169 ciclo.

diTeq] bipmassa massz de ART  (g) etannl (g}
{(h) (g} b{ig) residual ad.icanade consumido acumulado
@ 34,7 1.91 3.89 @, 00 @,20 6%, 9
1.9 4¢,9 48,8 7,94 72,1
2,9 74,3 97,7 23,3 76,8
3,9 ies 146 3B.@ 83,7
4.0 133 195 62,5 88,7
5,8 159 244 24,82 98,3
4,0 183 293 108 112
7.2 40,7 2,12 2ev 342 133 1iRé
8,0 39,9 2,05 17@ 342 - 17R 136
2.6 40,1 2,08 1582 342 189 144

16,9 4¢,4 2,12 134 342 se7 151

24,0 41,9 2,14 12,4 342 329 2ie
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3.7 178 Ciclo =~ Dias 41/712/89

Condiches iniciais:

M1=35,32 g/l nl= &,4%1¢8 cel . /mi
Mb=1,40a/1 nb= 2&%108 cel. /ml
S{mpatol= 183 g/l Pliptanol residual }=7@,4% g/l

Resultados obtidos:

R= 4%,4% ART consumido=64,B%

Pes= ¢,024g/9h r{l/b)= ©,25

Pem= @,2¢%¥g/9b Brotos vivos (Shl= 13,.1%
Pe= 3,02 ga/g . h Brotos vivos (Fh)= 10,7%
Pxb= B,30 mu/9.h Brotos wmortos{Shi= 30,2%
Prl= @,216g/79 . h Brotos mortos(%hi= 26,7%

acidez tot.{vinho)=4,1i46g/]1 VYiabilidade (3h)= 33, 82%

adcidez produzida= 3,74 g/1 Visbilidade (Phi= 3g,o%

pH (vinbho) = 3,83 Rel.Brot. vwni%Phi= $,40
Ypfs = €,383
Yp/iso = @,835¢

13



s valores de tempo, volume,concentragobies de: massa e

numero de celulas de leveduras e bactérias, agicares totais (ART)

g gtannl acumulado estdo né tabela 34.

TABELA 34 -~ Ualnres de ronrentragio de massa ¢ numero de celulas
(levedura e bactérias), ART residuais e etanol acumulado

para o 172 ciclo.

tempo volume levedursa bacteéria ART etanol

residual acumulado

{h) {13 [Jg/71 Ne/mi*108 [ 3971 No/mlxi1e8 Lig/1 £1g/1
@ i,aa 35,3 5,4 1,40 2é 3,69 7@,1
1,86 1,35 44,86 54,3
2,9 1i,7@ 62,1 47 . 3
3,6 2,94 48,9 41,3
4,2 .39 73,4 41,3
5,8 2,74 14,0 2,4 9,525 9,85 78,7 38,8
&, @ 2,8BY 78,1 41,4
7.0 2,89 68,9 45,1
g,¢ 2,89 57 .8 48,5
¥.@ ¢,8%9 49,8 5@.%
19 e,89? 14,4 2,3 9,541 7,94 41,2 54,4

24 2,89 14,4 2,9 @, 541 ?.,%94 2,00 &8,%

44



Ds wvalores de tempo, biomassa, massa de ART (adiciona-
o, consumido e residual) e, etanol acumulado (produzido+residun

do indculo); est3o na tabela 3% e no figura 25,

TaBELas 33 -~ Valores de biomassa, massa de ART {(res , adic. e,

consumido) e etanol acumulado para o 172 ciclo.

temneo biomassa massa de ART (g} etanol {(g)
{hi (g} big) residual adiconado consumidao acumulado
@ 35,3 1,49 3.6% ®,89 ¢,00 70,1
1.8 6@, 2 63,84 3,47 73.,¢
2,0 185 127 2e, 0 82,3
3.9 141 i91 59,2 B4, 4
4.9 184 253 73,7 78.7
5,¢ 38,4 i,44 214 31i8 103 104

6,8 e85 345 129 129

7. 19 345 144 130

8,0 147 343 178 149

7.8 144 345 201 147
ie.@ 41,6 1.54 119 343 2E26 157
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3.8 189 Cicle ~ Dia 12/412/89%

Condigdes iniciais:

M1=33,8 . nl= &,2%108 cel. /m1
Mb=0,4B84n/1 nb= 22%1988 cel /ml
Bimostol= 177 g/ Pletanol residual)=6eB,1 g/l

Resultadaos obtidos:

R= 53,9% ART consumido=6464,5%

Ps= @,353g9/9 . h ri{l/b)= 9,28

Pem= &,233g9/9.h Brotos vivos (Shi= 1@, 7%
Pe = 3,148 ga/g.h Brotos vivos (Phi= 11,3%
Prb= 5.,72¢ wg/g.h Brotos mortos{3Shi= 34&,48%
Prl= &,867 9/9 .h Brotos mortos{(%h)= 33,2%
Ypfs = 3,18 Visbilidade (Sh)= 28,2%
Yprlfens ©,872 Viabilidade (%hl= 31,7%

Rel Brot. v/m(%hi= ¢,34
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Ds valores de tempo, volume,concentracobes de:-massa e
numero de células de levedura e bacteérias, sglucares totzis (ART)

g etanol acumulado estao na tabela 36.

TARELA 346 -~ Valores de concentrac3o de massa e numero de células

{levedurs ¢ hacterias), ART residuais e etanol ascumulado

para o 182 cicle.

st i . pmm bt i e PV T g s e . ek i Hm e R B Sk e ke N AL St B e M e e M pmm e e e s e AT BAY T Ak T S A e i e e mem

tempo volume levedurs bactéria ART egtannl

residual acumulado

th)y (1) £1a/1 NesmixieB [3g/1 Nesmix10B8  [lgs/1 £3g/1
@ 1,00 33,8 6,2 1,20 22,0 4,55 68,1
1,8 1,47 43,9 51,7
7,6 1.94 59,6 46,4
3,0 2,44 73,8 41,7
4, 2,88 81,2 39,8
5,6 2,88 ge,5 37,9
6,8 2,88 | 75, & 40,4
7,0 2,88 48,2 44,7
8,0 2,88 : 47,8 51,0
v,0 2,88 40,9 54, 4
10,06 2,88 14,4 2,5 @,484 8,90 40,0 55, 4
24,0 2,88 14,8 2,4 ®,498 9,16 5, 89 78,5

Lad



Os valores de temppo, biomassa, Massa dge ART {adiciona-

do, consumido e residual) e etanol acumuliado {(produzido+residuo

do indrulo); estio na tabela 37 e na fiagura £6.

TABRELA 37 ~ WValores de biomassa, MIsSssa de ART (res., adic. e,

consumida) e etanpl acumulado psra o 18 ciclo.

tempo hiomassa massx de ART  {(g) etanol (g)
th) Tig) h{g) residual adiconado consumido acvumulado
& 33.8 1.,8@ 4,85 Q.,0¢ @,e0 68,1
1.9 63,3 83,3 20,8 76,1
2,9 116 1467 59,7 9,2
3.@ 177 2590 73,3 1014
4,9 234 333 29.8 1158
5,9 232 333 101 1%

4,9 218 333 115 116
7.8 197 333 136 129
8,0 138 333 195 147
2.9 118 333 215 137
10 41,5 1,40 115 333 218 1460

24 42 .7 1,44 15,3 333 318 ey
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3.8 ANALISE DOS CIGLOS 100 a0 180

0 experimento havia sido programado para termihar no 80
cicieo (9 dtas), porsm foram feitos 2 cicltos {1086 £ 110) nas mes—
mas condlgoes gue 0s anteriores, apenas fazendp controle- da aci-
dez e pH do vinho, porcentadem dos brotos vives e moertos, relagdo
numérica levedura por bactéria , densidade dftica total e viabili-
dade. Oomo notava~se um aumento do namero de bactérias Iaticas e
g relagio entre a porcentagem de brotos vivos e mortos permanecia
ingtterada, resciveu—se continuar apds o 110 cicio, nas mesmas
condicdes dos ciclos anteriogres, e fazenso todas s anadtises (cé-
tulas, substrato, estanct , acido & pH),

A partir do 1290 até o 180 cicio observou—se a pior fase
go experimento, tanto em relagio a0 estado Fisiolbdgico das calu~
las d& teveduras, comp em relacst aos parametros  relfatives ag
Brocesso.

A concentragdo de acidez total no vinho, expressa  em
gramas por [itro de Scido iatico, aumentou de : 3,7 no 89 ciclo
para 4,83 no 20 ciclo e para B,21 no B¢ cicio com um  Jigeiro
decréscimn ne 170 Gicio (o 180 c¢ciclo ndo pdde ser analisado devi-
doe a um acidente no ltaboratéric). Esse aumento de acidez enlre o
9¢ e o0 120 clcig fot de 30%, £ do %o 0 160 cicio fol de B7,5%
Refletiu o aumento g & predominancia dos lagtobacilos nesta fase
em relag&o as feveduras, 0 namero de céiulas de levedura no i(ng~
culo aumentou de 4,4%10% para 6,3%10% cet./mi ,entre o 30 & o 160
cicio {um aumento de 4949,3%), enqguanto gue © namero de bhactérias
{4ticas nesse mesmp pericdo aumentou de 2,8%108 para 35%108 cel.

/mi de indcul®, ym aymento de 12,85 vezes, 1350 explica essa ele~
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yada concentragao de acido {&tico nesta fase final do experimen-
to, & um decréscimo acentuadt na relagan entre leveduras e bacta~
rias, de 1,6 no 120 clcio para 9,18 no 180 cisio, uma diminulgdo
de B,87 veies.

Todos o3 parametros de avallagaos do estade fisiniégico
da ¢eéeluta demonstraram acentuada perda nas condigtes vitais da
fevedura durante o perindo sntre o 1o e 0 180 cicia, A viagbliii-
dade asofreu um decréscimo de S8% opara 39,.7% . A porcentagem de
srotos vivos, ao fihal de 8 horas de fermentacdo, caiu de 3B% pa-
rga 1%1,3%;, enquanta giue g porcentagem de bhrotos mortes subiuy  de
{8,2% para 33,24% . issp fez com gue a refagdc entre brotos vivos
e mortos decaisse de &,28 para 0,34 , repregentando gue ao final
dgo experimento, p&ra cada broto vive nagscldo, tres estavam mor—
tas.

Quanta @os parimelros do processo tambam fol observads
ym declinle Ao rendimento, nes produtividades (Pe, Pem 2 Ps), fa-
tpres #e conversio Ypfs e Yp/so & % de ART consumido. O rendimen-
tg (HY foi sensivel a0 aumento de acidez, spresentandoe uma dimi~
nyigan, compararando—se & madia dos primeires 8 cicios com o 60,
de EBB% para 47% uma gqueds percentual de Z28%. As produtividades
Pe, Pem e Ps varlaram desde o Ho ate ¢ 1Bo cicio, respectivamente
de: 3,8 g/th; 01,35 gfah & G,8B1 g/g.n , pars 2,8 g/1.h: 0,20 g/9.b
e 01,48 g/g9.h, ¢ gque representou uma perds de 21,8%, 42,3% e 38,8
% respectivamente, em refa¢do a0 Yo cicio.

os fateres de conversio Yp/s e Yp/so diminuiram, res—
pectivemente, de 0,48 & 0,32 no B¢ cicio, para 0,38 e 0,23 no 180
cicion. A porcentagem de ART consumido em relagio ao oferecido ao

sistema, diminuty de 73,9% ne 8o cicio, para B8,8% no i8o cicla.
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D3 resujtados expostos deixem clare gue houve uma En-
fiugcia negativa da Infecedo por {actobaciios sobre as leveduras
go fermento comercial, assim como, s0bre o processo de obtencia

de etanot por batelads atimentads.

4, HESUMO D05 RESULTADOS OBTIDOS NOS 18 CIGCLDS

Bs valores de pH e & ascider total noe "vinho™, HTM, Iné~-
cufo: & a acidez do vinho descontando o residue 4o indouio e HTM,

EXPpFESHES em poncentrac§0 {g/t) de acido |latico para o0s 18 ¢i-

glos, est30 reunidos na tabela 38 e 39 respectivamente,
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TABELA 38 - Valores de pH do mosto de alimentagde, indculo e Tyl

nho” nos 1B ¢icigs.

Glicios pH pH pi
Mosto Inacuio vinho
1 85,37 4,81 4,060
a2 5, be 3,862 4,12
3 5,35 4,57 4,21
4 5,40 4,70 4.,3¢
5 5,35 4,85 4,47
8 5,38 4 80 4,43
7 5,40 4,81 4,44
B 5,38 4,863 4,827
4 5,38 ~ 4,21
140 5,449 4,42 4,083
11 5,40 4,31 4., {4
igd 5,40 4,C8 <,04
13 5,37 4,22 4,02
14 5,40 4,17 3,87
15 5,41 4,13 3,88
16 5,387 4,04 3,88
17 5,28 3,87 4,83
18 5.2 3,80 -
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TABFLA 38 - Acidez total do vinho, HTM ,Indcuio e acidez produ-

2ide descontando indcuylo & HTM nos 38 ciclios, expressa em

g/l de Gcido itatico,

Acidez Acidez Acidgz Acigez Produzida
cicltog total vinho HTH tndcuto {descont.HTM & lngcul .}
g/ g/t g/} afl
1 4,31 1,45 - -
e 3,44 0,863 3,72 7,78
3 3,04 1,08 3,07 1,2
9 2,85 0,873 2,58 1,41
8 e,78 8,883 2,68 1,287
5] 2,78 {1,848 2,47 1,33
7 &,85 0,873 2,93 1,18
B 3,23 1,086 o,38 1,71
8 3,71 (5,873 2.80 2,10
18 4,23 G, 853 3,24 2,48
11 4,72 6,873 3,57 2,85
2 4,83 0,873 2,88 2,84
i3 5,341 G,844 3,80 3,27
14 5,80 0,873 4,30 3,458
1B 5,88 g,853 4,71 3,88
18 B,e1 (1,884 4,72 3,80
17 B,18 1,08 4,893 3,74




03 valores d¢o namer0 de calutas por midtliitro & con-
gentracio de células no inécuing para levedurss e bacterias nos

189 cieios, estac na tabeia 40,

TABELA 40 -~ VYalores do ndmerd de céluias/ml de inogulo e concen—
tracio de oéluias no indcuto, para leveduras & bactérias

nas 18§ ciclos,

ciciss namern de céilulas/mi(x108) concentrecan (g/i}
ho feveduras bactarias teveduras bactérias
1 4,4 2.3 2% ,8 0,123
=) 4.5 1.2 <5, 0 G,087
3 4,3 g,72 29,2 0,040
4 4,3 G,62 = g,n3s
5 4.4 a,50 24,8 },038
i a.,7 0,38 en,7 g,8621
7 4,0 0,40 20,4 g,a20
8 4,48 1,1 2c,5 g,082
g 4,4 e .8 24,5 g,180

i3 3,2 .0 £3,3 0,220

11 5,1 8,1 O EB.,3 8,356

12 5,7 8,8 31,4 3,481

13 .7 E.8 34,0 0,481

149 5.8 10 i, 2 0,550

15 §8.,5 13 35,5 0,709

18 8,3 as 34,7 1,810

17 g .4 28 35,3 1,400

18 8,2 a2 33,8 1,185
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0s valores dos parimetros calculedos para a avallgao
das condiches fistoibgicas das células de levedurz e acldez total

so sistema {expresss em g/! de acido latico), esti0o na tabefa 41,

TRABELA 41 ~ Valores dos parémetros calculados:reiagdo numérics
leveduras/bactérias r(1/b) no inbcuia, relagdo acidez/
r¢i/p), viabilidade, brotamento da levedura e & relacdo
entre a porcentagem de brotos vives pelos mortos duran-

te B horas de Termentagho.

ciclgs relagio relagdo Yiabil. % brotos Reja¢de
{1707 acidez % vivoa morto Brot.{v/m)
total /{1/b) £8h) {89h) {8n) {8h>
3 c,i 2,21 g .8 10,3 3,493 29,0
Z 3.5 g.358 82,1 9,80 0,54 17,0
3 6,0 0,519 81,7 4,00 1,88 2,20
) 7.0 0,42 53.8 2.70 4,08 g,830
&) 8,0 {,38 84,8 18,2 5,78 .38
g L 0 a,29 51,0 38,6 16,1 .27
7 11 0,24 85,0 37.8 13,8 e, 80
B 3,6 0,82 55,7 31.9 15,8 2,10
& 1.8 2,38 58,0 38,5 17,3 2,28
10 1,0 4,11 - - - -
11 1,8 4,72 - - - -
12 g,87 5,55 58,0 in,Hq 16,8 2,08
13 0,74 7.58 44,0 a3, 18.5 1,80
14 g.55 10,2 5,7 2,1 ee, 7 0,570
15 0,80 1%,8 44,0 21,5 e, B 4,850
18 7,18 34,5 48,0 15,8 £3.,3 0,540
17 0,eb - ae,6 10,7 28,7 g,400
18 .28 - 3%,7 11.3 33,2 0,340



As tabels 92 e 43 relacionem DS parametros de avaliagao

go processc o batelada alimentada de obten¢&o de etanol.

TABFLA 42 - Valores dos parBmetros calcutados: Taxa de consumo de

carnsump de ART devido a masse total de cétulas (Ps),

Produtividade de e2tanol
mentagar (Pe) e do total

em fungdoc do volume do fer~-

de massa cefular (Pam), Pro-

dutividade de¢ céluias em fungio do volume do fermen—

tador para

leveduras (Pxi) ¢ bactérias (Pxb}.

fa g/gh
1 1.08
) 0.838
3 0.888
4 0.987
5 0.988
6 0.817
7 n.822
8 0.BB5
g 0.808
12 0.584
13 0.553
14 0.628
15 0.588
18 0.488
17 0.524
18 0.507

Q.
i,
g.
a.
a.
B.
a.
0.
0.
.238
L2333
. 268
. 238
.2aa
.209
2at

3886
378
414
431
378
375
334
348
asg



TABELA 43 —~ vVatores dos parametros calculadas: Hendimento (R)

+

Fgtores de conversso de substrato tetal adicipnado aso

gistema em etancl

consumido em etanod

produzido {Yp/en) e g do substraisn

proguzido (Yp/5), & % ARY consumido,

fto

12

13

14

1%

16

17

18

7.5
70,7
70,7
1,8
58,2
55,1
g,
58,5
§1,8
59,8
53%.8
48,7
48,4

53,8

g.391
0.388
0,358
0.313
0.303
a.282
0.318
C.c25848
0.316
0.305
G.276
0,238
0.c250

D.272

76.8

74 .4

77.3

73.8

75.4

Fa

e



DISCUSSR0 SOBRE 08 ENSAIOS DE FERMENTACAO

1. 0 PROCESSO DE FERMENTAGAD UTILIZADD

G processo de farmenta¢ioc neste trabaiho visoy reprogu-
gir, dentro do possivel , o processo indastrial de batelada ali-
mentada para produgdo de etanoti. As condicdes foram fixadas pro-
Xximas o83 observadas na indéstria : temperatura de 3429 ¢ , o
aubstrato {(mosto) de aproximadamente 180 g/i de agtcares to—
tagis (ART) e a concentra¢so de caiuitas de levedura no indculoc de
ax1gB  cet./my (STUPIFELLD & HORE!, 18B1: FINGUERUY et sgi.,1883:
BUENO~-NETOD, 1882 : CaMHl, 1879).

D ¥ato de serem feitas repetigdes sucessivas dos  en-
sgtos de fermentacan, com esvaziamento e enchimento @ voiumes gs—
pecificos, ltevam & uma operagao cicllca de volume variado € a um
gstado "guas!” equitlprasde, semelhante as operagdes continuas,com
taxa espeeciflica de formagho de produto constante (PIRT, 1874:
KELLER e DUNN,187B: AIBA,187B) & 83 concentragfes de substrato
y%g lentamente sumentande ou diminuindo. Esasss caracteristicas
ndo foram abjetlivos desse trabalho, mas podem ser observadas va-
riacoes pequenas 40 produto formado e concentragac de células de
teveduras a0 iongo deste sxperimente, através dss tabelas refe-
rentes aos vailores de concentracio dessas variaveis a cada inter-
vale tempo de fermentagao durante os cieclos.

As condigoes inlciails d& conteminagsdo bacterians foram
gatabelecidas mantendo uma relagde levedura/bactéria mais favoras-

vel a primeira. & popuiacia infciai de lactohaciios, de agproxi-



madamente 2#108 cel./mi, correspondey a uma infecgdo usual nas
ysinas, [4 que segundo STUPIELLO e HORLY {1981) & falxs enconirg-
da nas usinas ¢ de 102 a 108 cet./mi. e & relagho levedura por
nacteria & favoravel & levedura em dorpas sadias.

5 eacaolha da cepa usafds nos ensalos de fermentacan como
agente contaminante f(a de n0 P Luctobaclhiluys fermentum’, foli
feitas baseande-s5e no fata de esta ser 8 de maiof incidéncia, den-
tre a5 iscladas {Tahefa 3y, indicando adaptacio ao meio fermenta~
tivo. Além dissc ela resistiu a 10% de etanoct & n&o0 manifestou 4
caracteristica de figcutar o fermente comercial, 0 que comprome-
teria 8 homopgyenciz&cdo do sistema e giflculiarlia &% amostragens
g analises do moste de fermentacdo.

Bs resuitaedos obtidos guanto ao teor alcoglico no vinho
& o tempo de fermenta¢do (50 a B0 g/ em 10 noras de fermentagso)
também foram parecidos aos encontrados nas usinas, que em termes
médigs & de 62,8 g/t em 13,5 horas de fermentac¢ho parad usinas no
estado de S&o Paulo. (FINGUERUT et al. 1883)

6 uso do préprioc vinho do cicio anterior, para o prepar
rg  do inécule, também se baseou na forma de prepars 4o Tpa-de-
cuba™ nas ingtstrias, onde a concentragdoc do "ieite de leyvedura”
gextraldo d¢a fermentacdo & da ordem Ue a~B4%, tendo portanto, um
reafdug de etanci oriundo do vinho., (STUPIELLO e HORII, 19811},

0 rendimento alcodlico, segqundo estes oitimos autores,
varia nas usinas numa faixa de 70 a 80%, dependendo das condigies
de instalamcbes, matéria- prime ¢ condugio da fermentacio. Dados
colhidos de situagdes reais de producdo em usings nas s$8¥fras de
1977 & 1883 (FIRBUERUT et al,, 185837 mostraram uma madla para o

rendimento Tfermentativo dg BDH%. O readimento obiido nesse eRpe—



rimento para 08 primeiros 5 clcios ficou na faixa de 71 @ 77%
(tapela 43), semelhante ao praticada na indistria. Ha uma grande
diferenca entre o processo fermentativoe pratlcado na indostria €
o utilizaedo neste trabatho. Na prética industrial, um controle
microbiolégico é felto no inGoulo, através de tratamente com &ci-~
dg sulfarice e, as vezes, com desifetantes e/oy antibioticos.
Neste experimento ndo fol usado nenhum tipo de agente inibidor da
contaminagho hacteriana , J& que © objetivo era estudar 0 compor™
ramentoc desse agente &o longo dos cicios fermentativos.

Rasim comp nos parametros de Rrocesss, tambhém houve S&-
meihanga & pratica nas ifndastrias com reiacac as caracteristicas
fistoldgicas das célutas de leveduras. E claroc gque 0S5 primeirgs
cieios e & falxa a partir do 120 ciclo até o finat, nao puderam
ser reélaclonados ans indlces encontrados nas usinas, 14 gue tanto
as situagbes inlcials como a fase final 4o axperiments s&o sl
tuscies atipicas. Esta Gitima fase & evitada na IndéGstria pelos
mérodos soima cltados,

4 viabiiidade das cetulas de feveduras variou dse H1 a
87% hos 12 primeiros clclos {tahela 491 & figura 31 J. Resuitados
semelhantes (50 & 100%) foram encontradoes na analise feita por
FINGUERUT et ai.(18BE) em um acompanhamento ao longo de toda uma
apfra em usinas produtoras de etanol., ESSes mesmos autores entan-
traram uma faixa de porcentagem de brotamento nastante variada
ap longe da safra (20 a B5E%). Neste trabalho, nao considerandn 08
4 primeiros cicios, a falxe encontrada foi de 19 a 38% (tabela
403. K retacgho levedura/bactériea varlou, segundn 88838 aulores,
dge aproximsdamente O @ 20 numa das usinss onde foi fellto o acom~

nanhaments da satra. pesultados proximos foram encaontradoes neste
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pxperimento onde & relagdo variou de 0,2 & 11, {tabeia 41

A principatl finalidade do processp de batelada atimen-
tada, além da economia de tempo (j& que enguanto o mosto val sen-
do adiclonade ocorre a fermentagho), estd na possiblilidade do use
de elevadas concentragdes de substrato (100 a 200 9/1), sem haver
"inibleSe pelo substrato”, caracterizada pela forTe inibigdc da
atividade fermentativa e crescimento da levedura quandd 8 concen—
tragdc de substrato é superior s 150 g/t (JONES et al., 18812,
Fgsge valor n@e foi atingido neste trabalho, ja que as maximas
coneentracbes de substratoe residuai no fermentader foram de 78
g/l no primeiro ciclo (tabela B), guando a cancentracis no mosto
de alimentacso fol de 272,B g/1 e, de 81 g/1 no 18% ciclo com uma
concentracio no mosto de 176,8 g/ (tebela 3B, Isso & tipico
deste tipog de processe, onde um controle apropriacdo da taxa de
aiimentacio de substrato evite o efeito inibildor do agacar sobre
a leveduyra (Almeida, 1980 , Peringer & Blachere, 1878). Portanto,
neste experimento onde o substrato fol tntroduzide ao longo de
algumas horas, & semelhanca db que ocorre nas ysinas, O pProcesso

ytitizado cumprlu o objetivo de evitar a Inibigdo pei¢ subsirato.
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D, CONDIGBES VITAIS DAS LEVEDURAS (FERMENTO)

05 parametros, refaciconadns as condigbes vitals das £é-
tutas dp teveduras, demonstraram 3 fases com compartamentas dis-
rintos., Na primeira (Yo ao B0 cicle) flcou varacterizadea uma que—
da dg viabilidade das céliuias das jeveduras {figura 37 e tabela
39} de 98,8 para 51%. Provaveimente decorreu do contato inicial
com @ exposigio 80 etanc! 8 a dessecagdc na etapa oe centrifuga~-
cio, Indicande o periodo em que 88 céfulas ainda n&0 estavam
sgaptadas &8 congigdes do processo. Neste perfodo a acidez era a
mals haixa do experimento (tabeia 38)

A adaptacio do fermento ao siatema com retagdo a0 fndi-
ce viabifidade, S8 cOomegou & SeEr yeriticada a partir do 6o até o
120 ciglo. Neste periodo houve uma gstabitidade deste parameiro
que manteve-se na faixa entire 57 e 58%. A terceire fase teve ini~—
cia & partir do 130 cicio até o final. Houve uma segunds gqueda
geste indice, dg 53 para 31,7%, 58 que gesta vez devido a0 exces—
so de acider nesta fase, 0§ malores indices encontrados (flgura
29 e tabela 381,

as flguras 27 € 29 e ss tabeis 38 e 33 , evidenclam 0O
sumento da acidez, do nimero de céluias pactertanas,da relagsdoc
{evedura/bactéria e @ diminuigdo do pH entre a fase inicial € 65
Ggitimos clioios,

pgdem ser caracterizadas duas fagses distintas quanto a
estas varlaveis, Ng primetra, do 30 20 70 cicis, a acidez total
na vinho diminuviuy de 4,31 para 2,85 g/, expressa em dctdo  tati-
ce, yms diminuicdo de 61,5% (tabeia 38, C pH do vinho aumeniouy

de 9,00 parsg 4,99 {tabelsd 3A8)Y. A relacao levedura/hactéria no
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inbeulo aumentouy de 2,0 para 371, um aymento de 5,5 vezes devido
apenas a0 coptaminante, com uma diminuicio 60 niémera de  bacte-
rigs no Inscuto de 2,3%108 para g,a%108 (diminul¢do de B2,B%), Ja
gue n#o  houve aumento do aamero de lsveduras £ §im uma pequena
diminuicso ¢10%), de 4,4%108 para 4,0%108% no  indcuto, ndo justi-
ficando nenhuma Infiuéncia significativa na relagio ievedura/bac~
téria (& se& existisse seria ds diminuigao ¢a relagao ievedu-
ra/bactéria, 0 HUE Naoc acorreud,

Na segunds fase, entre o 70 2 O 169 cicle o8  parame-
tras  acima reilacionados tiveram comportamentn inverso. A acidez
total no vinho (flgurs 2B) aumentou de 2,65 pars B,2% g9/l, ex-
nressos em acido I&flco, um aumento de 134%. 0 pH do vinho dimi-
nuiu gradativameate de 4,44 para 3,88 (tabels 38B). A relagdo le-
yedurasbactéria (tabela 41 e Figura 289) diminuty acentuesdamente
de 11 para 0,18 (diminul¢5o de B vezes) dsvido também, ae namero
de bacteries ltaticas due no indculo aumentou ds& 0,4*108 para
a5x108  cet./ml {diminuiglo ue B7,8 vezes). A produtividade 0¢
massa bacterians gue No g0 cicio ers nuta, no 79 cicle ers  de
g,33 ma/t.h, no 18% aumentou para 10 mg/l.h {(flgura 28). 45 0 nd-
merg de (eveduras aumentou de 4,0%x108 pars 6,3%108 cel.,/mt (B7.5%
de aumento}, também demonstrandgo neéta fgae, gque nao foi 0 res-
ponedvel pefa variagdc da relacdo levedura/bactéria (pois deveria
dgiminuir para justificar & diminuvicgio desea relaciol.

Uma analise estatistica comprovou gorvelagdo existente

entre pH & aclder total do "vinhe® a nivel atta de deciskio=5%
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r= - [,822 (entre o 20 ¢ o 170 c.) gnde r=coef.correi."Pearson”
Teste t de "student™: teg | cylage® 5,22 dteriticopn pgs=€.13
Eg.reta: ¥y = 4,74-0,1449¥% K
snde %= acldez tptai "vinhe" expr. ac.latica (g/i)

¥= pH

pela figura 2B gue relaciona 8 acidez ftotal do "vinhop™
com o nimerp de lactobaciies no indcuic e com & reiagac leveduy-
ra/bactéria, pode—~se verificar gue ha uma relacdo entre estas va-
riavels até uma certa falxa de acidez. GCom ¢ aumento de aclidez
soorre ums diminuicio da relagdo levedura/hbactéria e aumente do
nimera de células bacterianas. Porém n&o hd uma correlaglde neste
casp se for considerada & fase final do experimento. lsso se deve
ap iimite da bactéria em produzir Acido, a partir do qual nSoc ha
correaponhdéncia entre relagio levedura/bactéria ou nimero de cé-
fulas e acidez. Ainda na figura 28, pode—-se verificar a8 relacdo
entre ¢ hamers de celulas bacterlanas e a relagdo levedura/bacta-
rig, aumentando o primeiro diminui o segundo.

Houve também correlagso entre_acidez total £ @&cldez
produzide a nivet alfa de decisie= B%, indicando a ndo Interfe-
réncia de fatores externos, conforme 08 resultados abaixo:
p= - 0,898 {(entre o 20 e o 170 C.) onde r=coefic.correl . "Pearson”
teste t de "student”: Yeaipalcuiago® F1.7idleriticop pg= £.4
eg,.reta: v » —0,8284+0,781% X

onge X= acldez total “vinho™ expr. ac.iatics (g/t)

1)

y= acidez proguz.”vinho™expr. ac.latice (g/i)
portante o aumento de acidez no sistems fof devido ao

aymento ¢a& acldez produzida em cada cicio,

1&
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puantog a0 brotamento das células de jeveduras, péde—se
constatar um redugan signiflcativa entre a fase com menor conte-
minacio (1o ac Bo ciclio) e a fase final (120 ap 180 ciclo) onde D

namerp de hacterias e a acide? eram s mais elevados,

£ formagao de brotos vivos (tabela 491 & figqura 317,
iniciaimente caiu até o 490 clclo de 10,3 parsa 3,70%, sublu brus-
camente & paptir do Sg ciclo (18,2%) & manteve—se entre d2 a I8%
3 partiy do Bo até o 130 cicio. A partir dai, fol verificada uma
gueda elevads e permanente com o menpr vaior ne 176 £iciag
(10,8%7 .

A porcentagem de brotos mortes mostrou-se em  ascensao
gesde 0 inicio 8té o fim dos ensaios, aumentando de forme perma-
nente (tabela 491 e figurs 31). A analise do perfi! da formagdo de
srotos vivos, e dos que morreram, demonstrou que @ dimineigdo de
protos vivos verificadsa nps Oitimos cicios, ngo fol devido a ums
nueds na reproducdc, mas ao aumento da Incidéncia de brotos gque
moerriam, gue 108 ciclos Ffinais atingiyu 08 valores mals etevados,
prpaximos dos encontrados na porcentagem de brotos vivoes referente
ap pericdo de estabilidade desse Gltimo. Esse fato pdde expiicar
4 glevada densidade celuiar total ainds existente nos 4Itimos ¢i-
¢cios, J& gue caiulas moribundas, brotos mortos e céiulas com bal-
¥xa viapiiidade também foram quantificadas na leitura de turbidez,
{aso, juntamente com sujeira {(fiocos negros) presente no caldo de
Fermentacido, refletiu no pardmetro produtividade de céiulas de
teveduras (figura 30), tornando-p duvidoso como indice de repro-
dugio & crescimentoe neste trabalho.

Analizandoe a relascao entre brotes vivos e mortos perce-

neu-se também & estabilizacao deste indice a partir do 30 até o

%
228
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1Pg cigie, na faixa dg aproximadamente 1 & 3 brotoes vives pars
cada broto gue morria (tabela 41 e figura 32).

£ partir do 130 ciclio até o 1RO ciclo, ocorreu uma con-
tinua e gradativae gqueda nests relagaoc , balxande de 1,8 para
1,34, MNesta fase a contaminagdoc bacteriana e @ acidez foram as
mais elevadas € o pH do viahoe, §p mals balXo.

0 guoclente entre a concentracdo (g/1) de acidez total
do vinho, expressa em acido l&tico & & relacdo levedura/bactéria
¢(tabeia 41 e filgura 289), demonstrou ser um bom indicative do
sfpito da acidez e da contaminagio bacteriana sobre as condigoes
yitais da levedura.

Até o0 Bo cicio este indice mostrou-se inferlor & um
(excess3o ao 10 ciclo)., Apds ultrapassar & unidade, houve um sé-
ric comprometimento das condicfes vitalis da cétuia de levedura,
srincipalmente nos cictos finais, demonstrado anteriocrmente quan~
ts  a0s parametros viabilldade e brotamento. Outro aspecto inte~
ressante deste indice & gue ele torna—se bastante ampiiflicado
quando a relacio nomerice levedura/bactéria deixa de estar proxi-
ma da unicdade. Segundo Stupielio e Horii (18812, em dornas sa-
dgias, & relagio tevedurs/bactéria & mais favaoravet 8o agente
srinclpal do processo, a levedurs. 1830 e9téd de atordo com este
indlce apresentado com respeito @ amplificagdo, quando o0 denomi-
nadar f(relacio levedura/bactéria) ultrapsssa o upidade. FParas que
exte indice pudesse ter algum valor, em Termse de pratica indus-
trial, deveria ser testado nas usinas e comprovado estatistica-

mente, o gue fugiria do escopd deste Trabalihs.



58

£ 7 hrotos vives B ¥ brotos mortos
45 |

48]

35,

38

poa- N - %

25

e B

28,

15

18,

W oawa Fee l smoso MLAM .

D [ R T S R S A A o A A A

CICIOE

FIGURA 31 — Pocentagem de brotamento de igveduras apbs 8 horas de

fermentacao para o 18 ciclos.

66y



188,

0]

i

§ v Yizhilidade § Relacao Brotes Vives / ﬁartajiﬁ

16

14

12

18

8

B S S B 0 B e A o O

giclas

FIGURA 32 - Viabilidede das cétulas de leveduras e relagio de

nrotas vivos/mortes para 08 18 clclos.



k faixg de estabilizacdo, tantoc para a8 viabiiidade como
para o0 brotamento das células de leveduras, estd intimamente re-
tactonada com a forma de separagho dags céjulag durante & etapa de
centrifugacgio. Especiaimente o brotamento é bastante afetadso pelo
funclonamentn das centrifugas, cuja eficiéncia de separagas &
hastante prejudicada quando se usa caldo Sem separagdo de sélldos
por decantagsdo (FINGUERUT et al., 1983). Neate experimento a
torms ¢e separacdo das céifuias deve ter jevado a alguma perda de
vianplifdade e brotamento dev!do exposicad ¢a masssg celutar a
dessecacho, 14 gue a concentracfo da massa amicda de células sepa-
radas era glevada.

A analise estatisticea da acidezr totai do "vinho” em rela~
¢%0 2 viabitidade & brotamento demanstroy que:

a) Houve correiagdo entre g acidez total do "vinho” e
yiabilidade & nive! altfg de decisdo= 5%. 0 sinal negativeo do coe-
fiplente de correiagan indicou que o aumento de acidez fol acom-
panhado da diminuic¢io da viabitiidade das células de leveduras,
durante o6 periodp finat do experlmento,_canforme 65 resuitados

abairo:



r= - 0,847 {entre o 120 & 0 170 clcio)

r= coefic. correlag3o de "Pearson”

Teste t de "student”: toaieyiago=B,8 » teriticog pgs=e.8
Fg.rets: y = 140,8B-17,3% ¥

onde %= acldez total "vinho" expr. ac.latico (g/i

]

y= viablildade (%) apds 9 horas de fermentagac

) Houve correlagdo entre a acldez total do "vinho" € 0
guociente entre & porcentagem de brotos vlvos e mortos a nive!l
aifa de decisso= 5% na fase final do sxperimentd. O sinal negati-
vo do coeficlente de coarrelagdn indlcou gue o aumento de acldez
£pi  acompanhade da diminuicao da rejagdo de brotamento. 1350 re-
presentoy a gueds do crescimentp das calulas de leveduras devido
ang excesso de gclidez?, no peripdo entre o 120 & 0o 170 ciclo, i&
gque o crescimento, neste trabalho, ests representado por este in-
dice, 08 resuitades abalxo comprovam o exposto:

r= - 0,986 (entre o0 120 & 0 170 cicln)

r= coefic. correfacdo de "Pearson”

Teste T de "student™: togycyiade=7.5 > teriticop gg-2.8

Fg.reta: y = B,5H841,31% X |

ande %= acidez total "vinho" expr. sc.latico (g/i)

y= Rel. de % brot.v/m apés 8 horas de fermentagso

No presente trabaihe fol uttlizade o pardmetro brota-
mento comd sensor da reproducio e crescimento das leveduras pelos
motivos }a expostos anteriormente quanto a produtividade de céltu-
tas ¢e jevedura. A reiacdo entre brotos vivos & mortos deixny
gvidente gus @ partir do 120 ciclo houve um decrescimo de forma
continua no cresciments até o final do experimento (figura 387,

corretacionada com O aumento de scidez. A viabiiidade dags céiulas
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das ieveduras tambem fol compromstide & partlr deste ¢iclo, oande
a concentracip de acldez total no vinho, expresssa em acido Jati-
e, fol de 4,83 g/i. Concentracoes superiores & esse valor, nas
condigdes do trabalhe, foram responsavels pela dueda 60 cCcresci-
mento € condigbes vitais de tevedura (fermento). Neste cicic a
relagso levedura/bactéria foi de 0,87 e o namero ¢g bactérias l&-
tices no indculo= B,Bx108 cei./mi.

Varios autores detectaram uma queda na crescimento  da
feyedura devido ag &cldo 1atico na fermenta¢do alcodlica (SAMSON
et al., 1855, MAIORELLA et al., 18B3: DAESBCHEL et al., 1888 e
NGANG, 1888), porém existem divergéncias quants a cancentragso de
scido oue limita o crescimento. DAESCHMEL et at. (1988) observaram
yma inibicSo por 4cldo iatico e partir de 2,5 g/t,e com 5,0 g/l 0
crescimento ¢a& jevedura foi totaimente interrompido em caido g
repolho na fermentagioc mista de Saccharomyces cerevisiag &
Laetobacilius plantarum . NGANG (1388) observou uma perda de 30%
ng crescimento com uma concentracdo de &cido tatico de Bg/t  em
fermentacdo alcodiice de aghoar de peterraks. MAJORELLA et al.,
(1983} constataram um decréscimo de BD% na popuiacdo de leveduras
cuitivadas no melp com 40 g/t de &cige ifatice. INOUE et atl,

™

{1H6T) em fermentacdes de “sake”, observaram sobrevivéncia de ie-
vedura 4 concentracdes de 20-2Bg/! deste &cldo.

¢ dificit & impreciso estabetecer uma relacdo entre os
dsdos de scidez obtidos no trabaiho com Bs da literatura. Os di-
yarsns autores apresentaram resyitados com grande variagan guanto
s infiuénpcia do &cidoe sabre o crescimento das leveduyras e (880

fai devigdo & varios fatores, tais como: densidade da populacan de

leyeduras, pressio osméticas do meio, forma do scido pressnte 1o
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caldo de fermentagdo, pH , e outros fatores gque podem agir de
forma sinergistica ou aptagonistica com o &cldop ofg%nico.

Quanto & densidade da populagdo e pressao osmotica do
meio de fermentacho foram obsservados por NGANG (1888), variagoes
stgnificativas dé iniblgao pela mesma concentragac de &cido lati-
gp presente. Quapto menor o0 nimero de céiulas de lsveduras g
quante malor a pressio osmbtica do meioc, mais Intensa fol a ini-
bigan pelo acldo,

A forma n%o dlssociada do acido organico & a majs Téxi-
ca pois segundo SAMBON et al. (1955) e CASSi10 et at., (1887), a
entrags na célula & feites por difusdo simples, em meto coptendo
glicose, sends favorecida por pHs mais haixos. Varios autores
rambém evidenciaram ¢ efelto sitnergistico entre os dcidos organi-
cos e o etanoi, reduzindo de forma mats forte o ¢crescimento da
levedursa, (PAMPULHA & LOURFIRD, 188%; VIEGAS et &l., 18383: TERE~

ZA~RAMDS e MADEIRA~LOPES, 1880).
3. PRODUGARD DE ETANOL

A velocidade média de consumo de apGecar, avallada pela
taxa de consumo de aghcar (Ps), sofred uma.grande guedsa, se com-
parados ps primeires 8 ciclos ( média de 0,810 g/9.h), faixa onde
foram obtigeos os melhores resultadoes, e o 18o clcie {0,488 g/4g.
5y, com uma diminui¢do percentual de 53.8% (tabela 42). Este ci-
clo apresentosy o phar resultado na fase entre o 120 ¢ 0 180 ¢i-
cip, fase onde foram enconirados 08 piores resultadoas.

4 ‘taxa de consumo de agdcar mostrou—-se correfacionada

com @ produtividade de etanol produzido ao nivel atfa
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tagem de acudcares totais consumidos, para os 18 ciclos.
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de sianificincia 5%, conforme 03 resuitados abatxo:

r= ~ (1,980 {entre o 20 €& o 170 ¢icle)

r= coefic. correlagiko de "Pearson”

Teste T de "student”: Yoajcyiade=B.8 » tecriticep pr=2.8

fg,reta: v = 03,0187 + [0,4938% X

ande x= Taxa de consumo de agdcar em g/).h

y= Produtividade de etanol produzide em g/g.h

Como ao longy dos 18 clelos nao houve grande yariacan

da concentragdo etandiica, nem iniblgio peio substrato € tao pou-
co alguma alteragio nos constituintes nutricionals do meio, IR
.que ot uysaco o mesmp {ote de substraltc paras 8 fermentacdao & nas
mesmas Ccohdlches, essas variagdes foram atribuidas &0 grande au-
mento de scidez e a consequente perda da velocidade de consumn de
acacar peila ltevedura. isso também foi confirmado pelos resuitados
ds ieiturs de amostras, tomadas com 24 horas nos ensaios de fer-
mentacso, que demonstraram que praticamente todo O acucar fol
consumido f(ciclos: 120 ao 180 respectivamente, tabelias 249 a 377,
ingicando portanto, Qque & célula ainda possula a capacidade de
consumir o aghcar do0 melo, porém com uma mengr velocidade.

Se @as condigBes vitais da fevedura foram prejudicadas
nos B Gltimos ciclos peln excesso de aclidez, & razoével supor,
aqye 1issc também afets—se a capaclidade bloquimica da cétuta em
trabalhar de forms harminica e eficiente, €& Is8soe fol indicsdo pe-
I taxn de consumo de ac¢hcar (tavelfa 922, Se uma menor quantidade
de acgucar Foi consumida em 10 horas de fermentacio nos Gitimos
ciclos, em relscie aos primelros, ers de se& esperar também que
uma menor gquantidade de etanol fosse produzida., 1s8so fol confir-

mado peta produtividade de stanol (Pe) gue sofrey ume gueds per—
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centual semelhante a da taxa de consume de agucar (53,8%), dimi~
nyinde em B3,5% entre 8 média dos resultados dos primeiros 9 ci-
cias {Pem=0,377 g/9.h) & o 160 clicio com Pem= 0,202 g/qa.h {tabelsa
41 © f!gura 34). Novamente fol considerado para efetto comparati-
ve p 160 ciclo j& que este fol o ciclo de maior actdez no vinho @
o menor valor dos parametros reiatives & producao de etanol e
consumo de agbcar. Essa semelhanga entre ¢ percentual de queds
dessas duas produtividades era esperada, pois houve correlagao
significativa entre eias, Ha coerénclia nisso, J& que & producio
de 4icool esta diretamente tigada ao consumo de aclcar pela leve-
gura,

D fator de ¢conversio Yp/ao0 apresentou—se igual ou supe-
rior a 0,3 até o 1490 ciclo. A partir do 150 ciclo sofreu uma gque-
da acentuada correfacionando—se com o aumento da acidez, conforme
ps resultados estatisticos abaixo:

r= -~ {1,871 {entre o 130 e o 170 cicia)

r= coefic, correlacio de "Pearson”

Teste t de "student™: teaicuisep~d.3 > teriticoeg pg=e,8

Egq.reta: y = 00,7878 + 0,087% X

ongde Xx= acidez total "vinho" expr. ac.latico, g/i

fator de conversao Yp/so.

H

y

0 sinal negativo do coeficiente de correlagac demons~
trou que o aumento da acidez correspondey a diminuigdo do fator
de conversaoc Yp/so, durante os ciclios finais.

A porcentagem de ART cohsumido demonstrou 3 nitidas fa~
ags: @ primeirsa entre o te e 0 40 clclio onde obteve—-ve valores
supariores & BO%: a segunds em que este indice se manteve numa

fagixa estavel entre 72 a 7B% entre 0% clelos B0 ate o 130. £ a
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terceirs fase onde este indice sofreu uma gueda acompanhada do
gumentp de acidez, conforme 03 resultados abaixo:

px ~ 0,82 (entre 0 130 e o 170 ciclo)

r = coefic. correlacdo de “"Pearson”

Teste t de “student”: logycyjade~3.0 > teriticog pgs=2.8

Eg.reta: y = 181,7 + 15,8% X

onde %= acidez toetal "vinho" expr. ac.latico, g/

y= porcentagem de ART consumido em 10 h. de ferm.

Novamente o coef. correla¢ao apresentou sinal negative
¢ signiflcincia ap nivel alfa de B%, indicando que as variaveis
em questio estio correlacionadas & de forma inversa, ou se}ls, ¢
auyments de acidez ¥o! acompsnhado de diminuigidc d0 agucar consu-
mids nests fuase Final dn experimento, concordando com & taxa de
consumo de aghioar.

0 rendimentae (R) apresentou comportamento semeihanie ao
indice gue mede & porcentagem de ART consumido, mantende—se entre
o B0 e 0 56 cicio na faixae entre 71 8 77%. Do Bo &té o 130 ciclo
manteve—se numa média de 60% ¢ a partir deste itimo cicio até o
170, houve ums correlagso inversa com aumento ge gcidez & pards
de rendimente, conforme o8 resultados estatisticos abailxo:

r= —- 0,98 (entre o 130 € o 170 cicie)

r = goefic. correlagio de "Pearson”

Teste t de "student™: fcaicuiagp=3.0 > teriticog pg=2,8

Fg.reta: ¥ = 150,8 + 168,85 * X

ande X= acidez total "vinho" expr, ac.i&tico, &/

y= rendimento (%)
Nesta fase final o rendimento baixgou sensivelmente cui-

minapndo com o valer mals baixo (46,7%) no 180 clclo.
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D fator de conversdo Yp/so, @ porcentagem de ART consyu-
mido e o rendimento {tabela 43 e figura 33) tiveram um comporta-
mento semeihante quanto a0 inicio da Inlbigho pelo 4cido. Ds tres
foram mais Fortemente inibidos a partir do 150 cicio, guando @
acidez, expressa em &cldo tatico, fol de 8 a/i. A relfacan levedu-
ra/bactértas 0,5 ,ou seja, 2 bactérias para cads levedurs. 0 né-
mero de bactérias foi de 1,2x109 cei/mi no inoculo,

Fasa perda do rendimento alcootico verificada na fase
final onde a acider ers elevada (Bg/1), também foi verificada por
AMDRIM e OLIVEIRA (1982), gue encontraram uma correlagioc direta
entre bactérlas em forma de bastonetes & acldez, e estes & Cor-
retacionaram Iinversamente em rela¢ioc ao rendimento. valores de
acidez em torno de B & Bg/t, expressas em acido sulfarico, foram
responsaveis por perdas no rendimento alcodlico resuitande em va-
lares em tarno de H0% em pesqguisa feilta em usinas.

SERRA et ai, {1879, anallsando & infecgao microbiana
em usina produtora de etanol, detectaram perda de 15% no rendi-
mento alcodlico devido a bastonetes gram positivos. Segundo Dolan
{cit.em Priest e Plessants,1887) se ferme&tacaes para produgso de
"whisky™ forem multe contaminadss por lactobaciltos { mals do gue
108 cetl./mi.) ocorre reduglo inaceitavel do rendimento alcpslico,

Como ¢ fator de conversdoe ¢¥n/s) fol baseado np Calculo
nelo achcar consumido pela tevedura, ado fol afetsdo e ndo serviu
como um hom parimetro de avalls¢do 00 processo com respeito a In-
fecgsc 1atica. Egse parémetro indicou gque o acido parece ter um
a¥mlte inibidor muito malor na yeiocldade de consumo do substira-

tg, do gue na forma de conversdo desse Gitimo em produto.
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FIGURA 34 ~ Produtividade de etanol para os 18 ciclos.
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08 mesmos Fatores que podem Infiuenciar na agso  dos
gcidos organicos sobre as condictes vitals da céiuyla de levedura,
também altuam sobre a clnatica da produgdo de stanol., 0 efelto do
Gcide sobre @ produgad de etanocl & mais complexe do gue em reig~
&0 &8s caracteristica vitais da fevedura. A agdn #Ho0 &cido beanefi-
cia, eté uma certa faixa de concentragdo, & producdo de etanol
pela levedura. 1sso fol evidenciado por NGANG (188B89) com acido
tatico e MAIORELLA (18837 com acigdo aceticp, sendo gue este {1ti-
mo conseguiu aumentar @ produtividade em até 50%, trabaibandoe com
yma concentragdo {imitads de acido. Acima de uma determinsda con-
centragao, o0 efelto da acidez se inverte causando uma forte ini-
bigao oa produtividade de etanoi, comp foi demonstrada no ciclos

finalts deste trabalho.
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CONCLUSOES

1. 0s resuitados da taxonomia e 0s dados obtidos da iifera-
rura indicam as bactérias taticas, coma o grupo mais frequente-
mente encontrado e adaptado as condigbes das dornas de fermenta-
c3o das destilarias de atcool. 0O Lactobacliius fermentum & uma
das bactérias mais comumente encontradas, resistente a congcantra-
cso de 10% (v/v) de etanol, pode possuir & capacidade de filocuiar
g fermento comercial &, possiveimente, e um dos principals agen-
+ea contaminantes causadores dos divarsos dgistarbios nag dornsas
das usinas, devide a infeccap bacteriana.

2. L acidez totaj no "vinho” esta lnversgsamente carretacio~
nada com a reiagho levedura/bacteria e diretamente correlacionadsa
com o namero dge cétulas de bactérias laticas, até um certo limi-
te, & partir de qual o aumento do nimero de hacterias laticas e a
giminuican da reiagdo lavedura/bactéria, nio correspondem mats &o
aumento da acidez Total.

3, ¢ guociente entre 8 acidel totai go "vinhe" & & relagao
tevedura/bactéria parece ser um bom indlcador do efeito da acide
s da coptaminagho por bactérias laticas sobre & levedura {fermen-—
tp) & na progugdo de etanol.

4, 4 partir de concentracdes supericres a 4,8 g/i no vt~
nto™, expressas em acido 1&tico, hé uma correlagdo inversa: entre
acidez ® a relagio entre brotos de tevediras vivos e mortes, g
entre acidez e viabiildade dasg celulas de leveduras, MNesss traba-
inp esse ipdice de aclidez ¢ acompanhado de uma relagaec levedu—

ras/bactérias = 0,87 e o numero de pactarias iaticas = 8,5*?&8

Lo
N,



fevar & queda do crescimento & das condl¢des vitals das células
de teveduras.

a, A taxa de consumo de a¢acar & a produtividade de etanod
sroduzidgo estdo correfacionadas e podem sofrer guedas malares 09
aue S50%, pein excesso de acidez no sistema, se nao houver contro-
te d8 contaminagio. 0 &cido apresenta uma forte infilugncia na ve-
tgcidade de consumo de acicar peta levedura, mes nic na forma de
conversdo do subatrato em produto,

B. 0 rendimento, o fator de canversso Yp/so e a porcen-
tsgem de  ART conasumidoe correlacionam—-ge inversamente & actdez
tptal no "viaho” e sio fortemenie inibidos & partir da concentra-
¢sc de B,D g/i, expresss em acldp iatico, o que representa neste
trabaiho uma rejacio levedura/bacteéris = 0,5 e 1,2%10%  cei./mi.

no inédcuig,
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APENDICE

R



ART

ARTC
ARTr
ARTa

ART:

5o
Nb ou
Mt ou
Mb:

Mt

Pe

Pem:
Pyl
Prb-

Ps -

Yp/s:

Yo/s0:

te

um

NOMECLATURA

.aghtecares totais calculados como giicose
-aghecares totais consumigos
.agucares totais residuails

.acucares totals adiclionados

massa de agucares totalis em gramas
concentragao de ART (g/l}

concentragao de ART no mosto de allimentagdo (g/l)

np- namero de céluias bacterisnas por miiltilirg
nt: nomero de céiuias de lsveduras por mitiiitro
gramas de cétulas bacterianas por litro

gramas dg céiuias de tevedurss por 1itro

concentracdo de produto (g8/i)

produtividade de etanci em 10 h. de termentagac {g/1.h2
progutividade de etancl em 10 h. de fermentagao (g/g.h>
produtividade de células de levedura em 10 b, {g/t.n)
produtivicgade de células de bactarias em 10 h. {g/i.m)
produtividade de aghcar consumido em 10 h. {g9/g9.h)
rengimento (%)

fator de conversic de substrato consumido em produte (g9/%9)
fator de conversdo do substrato inicial em produto (g/g>
yolume em [itros

tempo em horas

tempa de enchimento em horas

taxa sspecifica de crescimento

taxa especiflica maxima de crescimento
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¥y . taxa especifica de produgac de etanol

vm - taxa especifica maxima de producao de etanol



TABELA 2 - Caracteristicas morfologicas & bipgquimicas das cepas
iapiadas.
Simbolos utiiizados:

+ = positivo -

it

negativa

{4+3= Ffracamentse positivo

+4=2 fortemente positivo 0 = nag verifitado
Grescimento em meig ¥ = tyrbide? uniforme
tigquido d = meio nag turvo

[ = segimento {150
= gedimentg fiotuiento

paracteristicas das coldnias

Faorma P= puntiforme = Clrecutar i= jirregular
Elevagao F= plana C= convexa

Margem F= perfeita i= irreguiar

Maorfologla B= bastoneile G= coco $B= cocobaciip
Arranjo i= isolado P= pares = cadetas

U/F gitgose 0= oxidativo F= fermentativo

BF= pxidativo e fermentativo
Litmus miik A= acidificagdo C=coagulagio R=reducdo

O= digestao
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TABFLA P~ Daracteristicss morfoldgicas e bloguimicas

isoladas.

das cepas

pH da amostira

creacimento £m

melo (fautdo(MAS)

caract.da ¢colbnia

pigmentagac

Gram

morfoiagla

arranic

motiijidage

88pOros

catatase

oxidgae

pxid,fferm,

da glicose

gas & partir

de gilcose

LITMUE MILK

cresc.e taract.

em etanot & 7%
10%

crescimente 15 G

gragseimente 45 §

fipculagan do

fermento

acoacares:

ribosge

cejgbliose

rafinogse

arablnose

tactese

3acarose

meiibiose

meiezitose

MANDSE

culturas
3 2 3 % 5 g 7 B
4.1 3.3 3.8 3.8 3.8 3.9 3.9 3.8
0 I o B A S I R o S I .
PCY PGI PCE PO PO PGL PP PG
T 2 T S
[a] 8 B €B ] g il B
- A g e 1G | PP
P F F F F F F F
+ 4+ - - 4+ o+ 4
~ -~ - = - AGRD - -
-~  4+TL #TL +%L +IF +7L 0O +TL
- = ATF 4TF = +TL O -
. TR T S
T T T T
O e T S
T S S
+ 0+ 4+ o+ - F
o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+
T
T
N T T +
P T e T S

ti ot tf
CPP PGCI PG
+ + +
B 0B 8
PG I PC H
i F F
+ & 4+
i g +TF
] n -
— + .
+ + +
+ 4 &
+ + +
+ + +
+ 4 +
_— + -
+ + +
+ + +



TABELA @ ~ Gontisnuacido
T T T T T T e
testes 14 15 1B 177 18 18 20 P21 22 £3

pH dg amostra 7.8 3,9 3.9 3.9 2.8 3.9 3.3 3.8 3.9 9.1 4.1
creacimaento em

melo (igquide(MRS) T
caract.da colénia
plgmentagsdo

T T
P
Gram +
B
!

T TSR o SN & S i N 4 B 4 R
$CP GCGP CUP CCP 0GP P GPP P

+ 4
3] g

+ I T
ca il 8 H g
PG IPC PG PP P

morfoiongla
arranjuo
motliiidade
EBRGTOS - - - -
catatase - - - - - - - -
axidase - - - - - - - -~ - - -
grid./ferm,
de gliic(se g F F F F F F F g F F
458 8 parttr
de glicose + - + - + + + + + + +
Litmus Milk - - - - . -~  AGRD
cresg.e carsct.
em etancl & 7% g +7L O
10% 0 +TF +F
cresgimento 15 0 - -
creaciments 49 O - + -
fioculasdo do
fermento
achcares:
ribhose
ceipbinse
rafinpse
arapinonse
tactose
3aLBPNEE
mellihloseg
meiazitose
Manosse

-+ Y
P BB+

£
i
1
H
H
!
|

+
i
i

!
|
!
I

+TF +TL 0O +TL +TL +TL O
1| - o +7 +L +i

LI L i 3 o |

+
i

1

i

i

1

1+ ) i
| +

l

+

4

+ 1+ Ak
S N A S B
|
PN I o T
1
e I I
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]
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TABELA 2 - Continuaghso
cuituras
testes 24 P8 28 27 £8 £8B 30 31 F17+ 3£ 323
oH da amostra 37741 4.14.14.14.14.14.14.14.113.3
crescimento am
meio 1iguido(MBS) th ot
caract.gda cpidnia P
pigmentagdo -
Sram +
morfoingia 8
arranijo iP
motilidade -
BESpOros - - - - - - - - - - -
catalass - - - - - - - - - _ N
nxidase - - - - - = - - - - -
pRig./ferm.
da glicose F F F F ©O F F 0 0O B F
a5a & partir
ge glicose ] + + +
Litmus milk - - - - - - - - - - -
cresg.8 caract,
am gtancl a 7% g +L 4L +F +F +F +F 4F (4} O
10% i1 +L +L +F +F 4+F +F +F - H 4L
0 . — —
G

T } ES S v SR t

e

| o— 4
| = B o T

+
+
+
+
T+

=

+

crescimenty 15 G
crescimento 458 C
fipculagao do

fermento - - - + + - + + + i |
geldcares:

risoase + + + + + + + + + + +
cefohigse 0 + - - - - + + + + +
rafinose o + o+ + + + + + + + +
arabinose 0 + + + + + + + + + +
factose + + + + + + ¥ + - + +
35Carose - - - + - - - - - - -
melibiose + 4 + + 3 + + + + + +
melezitose - - - - - - - - - - -
mangsa 0 + + + + + + + + + +

i
i
i
i



TABELA 2 ~ fontinuacso

cutturas
testes 44 3% 37 3B 38 4 41 42 43 44
pH da amostra 5.3 3.3 3.3 3.3 3.2 3.3 3.9 3.8 3.9 3.8
cresclmento em
meio |igquido({MRS) T
garact.da cotinia
pigmenta¢so

i T H

P
Gram +

5]

I

L 1 T t

-

1
i

morfologia
grranjo
motitidade
esporos - - - - - - -
catalase - - - - - - - - - -
oxidase - - - - - - - - - -
crig./ferm.

dg glicpse g F F F F i F F - F
gas & partir '
ge giicose
Pitmus milk
cresc.e caract.

i

P
+
8
iP

| o~ 3 4+
P04+ 1 H
P A

§
i
1

b
|+
o
I+
|+
P+
b4
I+
o
ot
prea

em etanoc! & 7% 4] +1L 4L +F +L +F 4F +F +F 4+
10% ] - - +F 4. +F +F - +F -

eregeimente 16 C - - -~ - - - - - - -
creacimento 48 © + + + - - - + - - -
fipcutacan do

fermentio + + + - + + + g n +
acuagares:

tibose + + + + + + + + 4 +
celobiose - + + - + - + - + +
rafinpse + + + + + - + + - +
grabincse 4 + + + + + + + + +
l&ctose + + + + + - + - + +
sacaraose - - + + - - - - - +
meiihisnse + + + + + + + + + +
metezitose - - - - - - - - - -
meEnase + + + + + + - + - +
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